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°C     Grad Celsius 
A     Adenin 
Abb.     Abbildung 
Amp     Ampicillin 
ATP     Adenosin-Triphosphat 
bidest     Doppelt destilliert 
bp     Basenpaar 
bzw.     beziehungsweise 
C     Cytosin 
Ci     Curie (1 Ci=2,22 x 1012 Zerfälle/Minute) 
cDNA     Copy DNS (ssDNS Kopie der mRNS) 
CPE     zytopathogener Effekt 
CTP     Cytosin-5’-Phosphat 
d     Desoxy 
dATP     Desoxyriboadenosintriphosphat 
dCTP     Desoxyribocytidintriphosphat 
dd     Didesoxy  
DEPC     Diethylenpyrocarbonat 
dGTP     Desoxyriboguanidintriphosphat 
DMEM    Dulbecco’s modified Eagle medium 
DNA     Desoxyribonukleinsäure (DNS) 
dNTP     Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dsDNA    Doppelsträngige DNS 
dsRNA    Doppelsträngige RNS 
dTTP     Desoxyribothymidintriphosphat 
∆     Deletion 
E.coli     Escherichia coli 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA     Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
G     Guanin 
g     Gramm 
GTC     Guanidinthiocyanat 
IPTG     Isopropyl-ß-D-Thiogalactopyranosid 
Abkürzungsverzeichnis 
kb     Kilobasen 
kg     Kilogramm 
kV     Kilovolt 
l     Liter 
LB-Medium    Luria-Bertani-Medium 
Lnn     Lymphknoten 
M     Molar 
m     milli 
MA-104    Microbiological Associated – 104 
mA     Milliampere 
mM     millimolar 
ml     Milliliter 
µ     mikro (10-6) 
µg     Mikrogramm 
µl     Mikroliter 
n     Anzahl 
NTP     Nukleosidtriphosphat 
ODx     Optische Dichte bei x nm Wellenlänge 
OSU     Ohio State University 
p...     Plasmid 
PAGE     Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
PCR     Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PFU     Plaque-bildende Einheiten (plaque forming units) 
RNA     Ribonukleinsäure (RNS) 
RNase     RNA-spaltendes Enzym 
rNTP     Ribonukleosidtriphosphat 
RT     Reverse Transkriptase/ Reverse Transkription 
RT-PCR    Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
SA-11     Simian agent-11 
SDS     Natriumdodecylsulfat 
sec     Sekunde 
SPF     „Spezifiziert-Pathogen-Frei“ 
SSC     Standard Sodium Citrat 
ssRNA    Einzelsträngige RNA 
Abkürzungsverzeichnis 
T     Thymin 
Tab.     Tabelle 
TAE     Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
TBE     Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TEMED    N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 
Tris     Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan 
u.     und 
u.a.     unter anderem 
U/min     Umdrehungen pro Minute 
UK     United Kingdom 
UV     Ultraviolett 
V     Volt 
VP     Virusprotein 
W     Watt 
wt     Wildtyp 
X-Gal     5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-D-Thiogalactopyranosid 
z.B.     zum Beispiel 
z.T.     zum Teil 
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1. Einleitung 
 
Der effiziente Nachweis viraler Kontaminationen von Nahrungsmitteln tierischer Herkunft ist 
für den Schutz der Gesundheit des Menschen von großer Bedeutung, da Viren mit hoher 
Tenazität in Lebensmitteln längere Zeit infektiös bleiben können. Infektionen mit Rotaviren 
sind dabei von besonderem Interesse, da sie die wichtigste Ursache viraler Gastroenteritiden 
des Menschen sind. 
 
Rotaviren werden bei 20 bis 70% aller Durchfall-Erkrankungen nachgewiesen und 
verursachen jährlich weltweit ca. 870.000 Todesfälle. In Deutschland wird seit mehreren 
Jahren eine steigende Anzahl von Erkrankungen durch Rotaviren beobachtet. Die 
Übertragung von Rotaviren erfolgt fäkal-oral, sie kann aber auch durch die Aufnahme 
kontaminierter Lebensmittel erfolgen. 
 
Auch bei Schweinen verursachen Infektionen mit Rotaviren ca. 20% aller Durchfall-
Erkrankungen. Die Rotavirus-Infektion muss als Zoonose angesehen werden, da Rotaviren 
zwischen Mensch und Tier wechselseitig übertragen werden können. Inwieweit Schweine als 
Infektionsquelle für den Menschen anzusehen sind, ist unklar. 
 
Eine weitere wichtige Besonderheit der Rotavirus-Infektion ist, dass diese Viren auch nach 
dem Abklingen der klinischen Symptome immer wieder ausgeschieden werden können, 
wodurch die sogenannten „intermittierenden Ausscheider“ entstehen. Wenn es nicht zu 
ständigen Reinfektionen mit Rotaviren kommt, müssen andere Mechanismen bei der 
Entstehung „intermittierender Ausscheider“ eine Rolle spielen. Bemerkenswerterweise 
wurden Rotaviren nicht nur im Verdauungstrakt, sondern auch in anderen Organen 
nachgewiesen. Es besteht daher Grund zur Annahme, dass Rotaviren, ohne 
Krankheitserscheinungen zu verursachen, im Wirt persistieren können. Auch ist davon 
auszugehen, dass sich Rotaviren durch Veränderungen des Immunstatus erneut vermehren 
und wieder ausgeschieden werden können. Dies kann die Ursache für primäre 
Kontaminationen von Lebensmitteln sein. 
 
In einem Teilprojekt des Graduiertenkollegs „Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ 
sollten Rotaviren in Organen von Ferkeln, die zuvor als „intermittierende Virusausscheider“ 
erkannt worden waren, nachgewiesen werden. Diese Tiere sollten einer definierten Belastung 
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oder einer Immunsuppression ausgesetzt werden, um so eine erneute Virusausscheidung – 
auch bei eventuell fehlenden Krankheitserscheinungen – nachweisen zu können. Aus diesen 
Versuchen wurden Beiträge 
 
- zur Problematik des Einflusses der Belastung von Schlachttieren auf die Übertragung 
viraler Infektionen auf den Menschen; 
- zur Translokation eines Krankheitserregers; 
- zum eventuellen Nachweis der Orte einer extraintestinalen Persistenz von Rotaviren, 
und 
- zur Reaktivierung klinisch inapparenter Rotavirus-Infektionen unter Belastung 
erwartet. 
 
Die im allgemeinen niedrige Konzentration von Krankheitserregern in Lebensmitteln und 
Schlachttieren in Vergleich zu klinischem Material erfordert die Entwicklung und den Einsatz 
empfindlicher und spezifischer Nachweisverfahren. Die Grenze des Nachweises von 
Rotaviren mit dem Elektronenmikroskop liegt bei 106 Partikeln pro Gramm Fäzes. Um 
unterhalb dieser Nachweisgrenze Rotaviren nachweisen zu können, sollten 
Amplifikationsverfahren entwickelt werden. Das Mittel der Wahl zum Nachweis sehr weniger 
Rotaviruspartikel ist die Reverse Transkription-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR). Bei 
einer in der ersten Förderungsperiode des Graduiertenkollegs „Schlachttierbelasung und 
Produktsicherheit“ entwickelten kompetitiven RT-PCR (BANGE, 1998) wurde eine 
Nachweisgrenze von 1000 RNA-Molekülen ermittelt. Um die Sensitivität der RT-PCR weiter 
zu erhöhen, sollte diese modifiziert werden. Danach sollte sie an „Real-time“ RT-PCR-
Bedingungen adaptiert werden. 
Literaturübersicht 





Vor drei Jahrzehnten wurden erstmals Rotaviren in Zusammenhang mit menschlichen 
Erkrankungsbildern gebracht (BISHOP et al., 1973, FLEWETT et al., 1973). FLEWETT et al. 
(1974) schlugen den Namen „Rotavirus“ vor, da die kompletten Rotaviruspartikel im 
Elektronenmikroskop wie ein Rad (lat. „rota“) aussahen. Rotaviren wurden dabei als die 
wichtigsten ätiologischen Agenzien der Diarrhoe bei Neugeborenen und jungen Kindern 
identifiziert. Seit dieser Zeit wurden Rotaviren bei vielen Säugetier- und Vogelarten 
nachgewiesen (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996) und wesentliche Fortschritte in der 
Erforschung des Virus, seiner Molekularbiologie und dem Krankheitsbild gemacht. Aufgrund 
der Ähnlichkeiten mit den Reoviren der Säugetiere in Kapsid- und Genomstruktur, sowie der 
Replikationsstrategie, wurden Rotaviren als Genus in die Familie der Reoviridae klassifiziert 
(MATHEWS, 1979). An dieser Taxonomie hat sich bis heute nichts geändert. Das Genus 
Rotavirus wird in 7 Serogruppen, A-G (SAIF 1990, KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996), 
eingeteilt.  
 
2.1.1. Bedeutung von Rotavirus-Infektionen 
 
Infektionen mit Rotaviren der Gruppe A sind die Hauptursache viraler Gastroenteritiden bei 
Mensch und Tier (BISHOP, 1994; ELSCHNER et al., 2002). Es wird geschätzt, dass weltweit 
jährlich ca. 140 Millionen Menschen an Rotavirus-Infektionen erkranken; mehr als 870000 
Menschen sterben infolge schwerer Dehydratationen und Elektrolytverluste (KAPIKIAN u. 
CHANOCK, 1996). In den Industrieländern tritt eine Rotavirus-Infektion relativ häufig auf, 
jedoch mit geringer Mortalität (BERN u. GLASS, 1994). Täglich sterben in den 
Entwicklungsländern 12600 Kinder an Durchfallerkrankungen unterschiedlicher Genese 
(GUERRANT et al., 1990). Auch in Mitteleuropa werden neben der Gruppe der „Small 
Round Structured Viruses“ mit dem „Norwalk-Virus“ und den ,,Norwalk-like Viruses“ als 
den wichtigsten Vertretern die Rotaviren bei virusbedingten Durchfallerkrankungen des 
Menschen am häufigsten nachgewiesen (DESSELBERGER, 1995; PARASHAR, 1998). 
Mehr als 90% aller Kinder besitzen im 3. Lebensjahr Antikörper gegen Rotaviren. Auch bei 
Erwachsenen wird eine hohe Prävalenz von Antikörpern beobachtet, welche durch ständige 
subklinische Reinfektionen erzeugt werden (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). 
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Rotaviren werden auch als Ursache anderer Erkrankungen diskutiert bzw. wurden bei anderen 
Erkrankungen des Menschen nachgewiesen (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996), so auch beim 
Reye’s Syndrom (SALMI et al., 1978), beim plötzlichen Kindstod (YOLKEN u. MURPHY, 
1982), der Hyperphosphatämie (MARRALI et al., 1990), beim Exanthem (RUZICKA et al., 
1985), bei der disseminierten intravasalen Koagulation (LIMBOS u. LIEBERMANN, 1996), 
bei tonisch-klonischen Krämpfen (HATTORI et al., 1992) und der Hemmung der 
extramedullären hepatischen Hämopoese (KANWAR et al., 1993). 
 
So konnten RIEPENHOFF-TALTY et al. (1996) bei 50% der untersuchten Kinder mit 
extrahepatischer biliärer Atresie mit der RT-PCR Rotaviren in der Leber nachweisen. Auch 
QIAO et al., (1999) und HSU (2002) konnten Rotaviren in Verbindung mit extrahepatischer 
biliärer Atresie bringen. In vitro-Studien mit animalen und humanen Rotaviren zeigten, dass 
sich einige Stämme in von der Leber stammenden HepG2 Zellen replizieren können (RAMIG 
u. WARD, 1990; SCHWARZ et al., 1990; KITAMOTO et al., 1991). Dies könnte die bei 
Kindern auftretende Störung der Leberfunktionen in Zusammenhang mit einer Rotavirus-
Infektion erklären (FITTS et al., 1995). 
 
Auch wurden neurologische Symptome bei Kindern mit Rotavirusinfektion festgestellt 
(HERRMANN et al., 1993; NISHIMURA et al., 1993; CONTINO et al., 1994; TSAI und 
CHO 1996). Ob diese neurologischen Symptome durch eine Rotavirusreplikation in 
Nervenzellen verursacht werden, ist unbekannt. Das replizierende Virus schädigt 
Respirations- und Transportmechanismen im Darm und der Verlust von Wasser, Salz und 
Glukose führen zur Diarrhoe und zu neurologischen Symptomen. Infizierte Zellen werden 
geschädigt und gehen verloren, unreife Zellen mit reduzierter Fähigkeit zur Resorption 
bleiben zurück. Die Beteiligung des Nervensystems am massiven Flüssigkeitsverlust konnte 
LUNDGREN et al., 2000) nachweisen. Auch gibt es Hinweise auf die Anwesenheit von 
Rotaviren im Gehirn (CONNOR u. RAMIG, 1997). Die Nachweise von Rotaviren im 
Zentralen Nervensystem werden allerdings kontrovers diskutiert, denn es ist nicht geklärt, ob 
Rotavirus-Nachweise z.B. in der Zerebrospinalflüssigkeit eine Folge von Kontaminationen 
(bei Durchführung der Lumbal-Punktion) oder Nachweise von Rotavirus-spezifischer RNA in 
migrierenden Lymphozyten sind (LYNCH et al., 2001). 
 
Rotaviren konnten auch mehrfach bei respiratorischen Erkrankungen, aber auch bei klinisch 
Gesunden im Respirationstrakt nachgewiesen werden (GOLDWATER et al., 1979; ZHENG 
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et al., 1991; GUSMAO et al., 1994; GOMEZ de CASO et al., 1996; MIMS et al., 1996; 
GRECH et al., 2001). Anscheinend können Rotaviren auch Zellen des Respirationstraktes 
infizieren. 
 
Untersuchungen von immunkompetenten Zellen zeigten, dass ein an Dünndarmepithelien von 
Säuglingsmäusen angepasster Rotavirusstamm in Makrophagen, in geringem Umfang auch in 
B-Zellen, nachweisbar war. In diesen Versuchen wurde auch beobachtet, das virushaltige 
Zellen auch zu entfernten extraintestinalen Geweben migrierten (BROWN u. OFFIT, 1998). 
Rotaviren wurden auch elektronenmikroskopisch in Makrophagen oder in großen 
mononukleären Zellen in der Lamina propria des Dünndarms experimentell infizierter Ferkel 
(THEIL et al., 1978) und Kälber (SAIF et al., 1985) nachgewiesen. Antigen-präsentierende 
Zellen wie Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen scheinen somit nicht nur für die 
Initiierung und die Aufrechterhaltung einer rotavirus-spezifischen Immunantwort, sondern 
auch zur Verbreitung dieser Viren im infizierten Organismus von Bedeutung zu sein. 
 
Auch in Tierbeständen, besonders Jungtieraufzuchten, sind Rotaviren nahezu übiquitär 
vorhanden. Eine kontaminierte Umwelt spielt gerade in Schweine- und Rinderbeständen eine 
große Rolle für die Aufrechterhaltung der Infektkette. Von Bedeutung sind dabei die hohen 
ökonomischen Verluste durch eine Infektion mit Rotaviren. HOUSE berechnete schon 1978 
den Anteil der durch Rotaviren verursachten ökonomischen Verluste bei Kälbern in den USA 
auf bis zu 9,1% der Gesamtkälberverluste (durchschnittlich 1 Million Dollar pro Jahr). Für die 
Kälberaufzucht in Großbritannien wurden die ökonomischen Verluste auf etwa 3 Millionen 
Pfund pro Jahr berechnet (XU et al., 1990). 
 
2.1.2. Aufbau von Rotaviren 
 
Rotaviren haben einen Durchmesser von ca. 75 nm und besitzen einen dreischaligen Aufbau. 
Das Virion besteht aus einem Core (50 nm Durchmesser, erstes Kapsid), einem zweiten (60 
nm) und einem dritten Kapsid (70 nm). Es sind unbehüllte Partikel mit einer ikosaedrischen 
Symmetrie und 132 Kanälen zwischen der Oberfläche und dem Core. Die Oberfläche besitzt 
60 Projektionen (Spikes) mit einer Länge von 4,5 bis 6 nm. 
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2.1.3. Struktur von Rotaviren 
 
Das Genom der Rotaviren besteht aus 11 Segmenten (Größe: 0,6-3,3 kb) einer 
doppelsträngigen (ds) RNA. Jedes der 11 Genomsegmente kodiert für ein einzelnes 
Genprodukt (Abb. 1). Es gibt sechs Strukturproteine: VP1, VP2, VP3 (kodiert von den 
Gensegmenten 1, 2 und 3), VP6 (kodiert von Gensegment 6), VP7 (kodiert von Gensegment 
7, 8 oder 9, je nach Stamm) und VP4 (kodiert von Gensegment 4). Die übrigen 5 
Gensegmente kodieren für Nichtstrukturproteine (NSP 1-5), welche nur während der 
Virusvermehrung gebildet werden (ESTES, 1996). Das Core der Rotaviren besteht aus dem 
VP2 und enthält VP1, VP3 und die dsRNA. VP6 umgibt dieses einschalige Partikel und 
besitzt eine RNA-abhängige RNA-Polymeraseaktivität. Derartige zweischalige Partikel 
können nicht direkt an die Zielzellen binden und die Infektion auslösen. Das dritte Kapsid 
besteht aus dem VP4 und dem VP7. Das VP7 bildet die glatte Oberfläche der dreischaligen 
Partikel und das VP4 die Projektionen dieser Oberfläche (Abb. 1). Nur diese dreischaligen 
Partikel können an Zielzellen binden und nur diese können durch neutralisierende Antikörper 




Abbildung 1:  Bau und Struktur der Rotaviren (MATTION et al., 1994) 
 
 
2.1.4. Antigene Eigenschaften der Rotaviren 
 
Aufgrund ihrer serologischen Eigenschaften können Rotaviren in Gruppen, Subgruppen und 
Serotypen differenziert werden (HOSHINO u. KAPIKIAN, 1994). Die Gruppenspezifität 
wird durch das Hauptantigen VP6 bestimmt (Gruppe A bis G). Die Viren der Gruppe A 
können verschiedene Subgruppen (I, II, I+II, non-I, non-II) besitzen. Durch die Proteine VP7 
und VP4 der äußeren Schale können Rotaviren der Gruppe A in Serogtypen eingeteilt werden. 
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Anhand des VP7 werden die G-Typen (G=Glykoprotein), anhand des VP4 die P-Typen 
(P=Proteaseempfindlich) unterschieden (ESTES u. COHEN, 1989). Die beiden Typen sind 
verantwortlich für die Bildung neutralisierender Antikörper. Zur Zeit werden 14 G-Typen und 
über 20 P-Typen (z.T. nur Genotypen) unterschieden. Durch diese Einteilung ergibt sich eine 
große Vielfalt antigener Kombinationen. 
 
2.1.5. Das Genom der Rotaviren 
 
Rotaviren sind die einzigen bekannten Viren bei Säugetieren und bei Vögeln mit 11 
Segmenten einer dsRNA. Die dsRNA ist nicht infektiös (ESTES, 1996). Die einzelnen 
Segmente können entsprechend ihres Laufverhaltens in einem elektrischen Feld in 
Größenklassen eingeteilt werden. Bei den Rotaviren der Gruppe A werden 4 derartige Klassen 
beschrieben (Abb. 2): I (Segmente 1-4), II (Segmente 5-6), III (Segmente 7-9) und IV 





 Abbildung 2:  Profil der RNA von humanen Rotaviren der Gruppe A  
 (DESSELBERGER u. MCCRAE, 1994) 
 
3 % Polyacrylamid-Gel 
nach Silberfärbung 
Subgruppe I Serotyp 2 (1), 
Subgruppe II Serotyp 1 (2, 3), 
RNA-Segmente beziffert 
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Die RNA-Längen und Längenklassen (Elektropherotypen) werden zur Unterscheidung der 
Rotaviren verschiedener antigener Gruppen, zur Abgrenzung von den Genomen der 
Aquareoviren und für epidemiologische Studien eingesetzt (HOLMES, 1996). 
 
Durch das Vorliegen eines segmentierten RNA-Genoms können Rotaviren ihr genetisches 
Material schnell verändern (ESTES, 1996). Von besonderer Bedeutung sind die Vorgänge des 
Reassortment/ Rearrangement (TIAN et al., 1996). Werden Zellen von zwei oder mehreren 
Rotavirus-Stämmen gleichzeitig infiziert, entstehen reife Partikel, die genetisches Material 
aus beiden elterlichen Segmenten erhalten. Derartige Reassortanten können in vitro erzeugt 
werden (HUNDLEY et al., 1985; GOMBOLD u. RAMIG, 1989; KOBAYASHI et al., 1994; 
HOSHINO et al., 1995). Viren mit Genom-Rearrangement konnten aus immundefizienten 
chronisch infizierten Kindern, aus subklinisch infizierten immunkompetenten Kindern und 
aus Tieren isoliert werden (PEDLEY et al., 1984; EIDEN et al., 1985a; HUNDLEY et al., 
1987; KOOL et al., 1992; ESTES, 1996; KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Bei 
Schweinerotaviren wurden von BELLINZONI et al. (1987) u. MATTION et al. (1988) 
Rearrangements nachgewiesen. Solche Austausche von genetischem Material können auch 
zwischen Rotaviren verschiedener Spezies einschließlich des Menschen stattfinden (ALLEN 
u. DESSELBERGER, 1985). 
 
Veränderungen des genetischen Materials können zu Viren mit veränderten Eigenschaften 
führen. PEDLEY et al. (1983, 1986) konnten mit RNA-PAGE nachweisen, dass sich bei 
Veränderungen im Migrationsverhalten der RNA-Segmente auch serologische Eigenschaften 
der Rotaviren ändern. Auch DUNN et al. (1993) konnten derartige Änderungen nach 
Genomveränderungen nachweisen. Pathogenität und Wirtstropismus können ebenfalls 
beeinflusst werden (BRIDGER et al., 1992). BURKE et al. (1994a, 1994b) konnten 
nachweisen, dass sich die Pathogenität von Schweinerotaviren nach einem 
Aminosäureaustausch änderte. Anscheinend können genetisch veränderte Rotaviren auch 
leichter andere Spezies infizieren. Das Rearrangement ist ein wichtiger Mechanismus in der 
Evolution der Rotaviren (TIAN et al., 1993; KOBAYASHI et al., 1994; DESSELBERGER, 
1996) und mitverantwortlich für die Diversität der natürlich zirkulierenden Rotaviren. Es wird 
überdies angenommen, dass neue Stämme durch Reassortment und wechselseitige 
Übertragung entstehen können. 
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2.2. Pathogenese und Klinik der Rotavirus-Infektion 
 
Rotaviren infizieren die differenzierten Enterozyten des Dünndarms. Bei Kälbern ist das 
Ileum das am meisten empfängliche Gewebe im Intestinaltrakt (TORRES-MEDINA, 1984). 
Die Infektion beginnt mit morphologischen Veränderungen wie Villiatrophie im oberen 
Dünndarm und setzt sich nach cranial fort. Diese führen zu einer Störung des 
Natriumtransports und zu einer Veränderung der Aktivität von Enzymen (z.B. 
Thymidinkinase, Saccharase) (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Bedingt durch diese 
Störungen treten wässriger Durchfall, Anorexie, Dehydratation und Erbrechen auf 
(KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Durch den Flüssigkeitsverlust und durch Sekundärerreger 
treten, vor allem bei Mangelernährung, Todesfälle auf (MATA et al., 1983; KHOSHOO et al., 
1990; KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Die Inkubationszeit variiert von 11 Stunden bis zu 6 
Tagen (CONNER u. RAMIG, 1997). Rotaviren werden mit dem Kot über einen Zeitraum von 
1 bis 14 Tagen in großen Mengen (109 bis 1011 Partikel/g Fäzes) ausgeschieden. Durch die 
sehr niedrige Infektionsdosis von 1 bis 100 Partikeln (WARD et al., 1986; GRAHAM et al., 
1987; PAYMENT u. MORIN, 1990) reichen minimale Kontaminationen aus, um die 
Infektion zu übertragen (VAN et al., 1991). Rotaviren induzieren eine systemische und eine 
lokale Immunität. Die dafür verantwortlichen Mechanismen sind nicht vollständig bekannt 
(KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Die systemische Immunität wird durch neutralisierende 
Antikörper gegen VP4 und VP7 vermittelt. Diese zirkulierenden Antikörper schützen nur 
bedingt vor Reinfektionen mit neuen oder veränderten Stämmen. Entscheidend für den Schutz 
vor einer erneuten Infektion ist die Höhe der Titer sekretorischer Antikörper im Darmlumen. 
Wenn sekretorische Antikörper über das Kolostrum mit ausreichend hohen Titern übertragen 
werden, erkranken Jungtiere und Kleinkinder selten in den ersten Lebenstagen. 
 
Subklinische Infektionen sind bei Mensch und Tier weit verbreitet und treten sowohl nach 
natürlicher als auch nach einer experimentellen Infektion auf (BARRON-ROMERO et al., 
1985; DEA et al., 1985; HOSHINO et al., 1985; HRDY, 1987; SUKUMARAN et al., 1992; 
CONNER u. RAMIG, 1996; GIANINO et al., 2002). Klinisch gesunde Virusträger wurden 
häufig nachgewiesen und sind von großer Bedeutung in der Epidemiologie der Rotavirus-
Infektion (CHAMPAUR et al., 1984). In Kindergärten wurden bis zu 50% klinisch gesunde 
Virusausscheider nachgewiesen (PICKERING et al., 1988). 
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Obwohl die Infektion mit Rotaviren vorrangig bei Kindern und Jungtieren auftritt, wurden 
Rotaviren auch wiederholt bei Adulten nachgewiesen (SCHMIDT-WILCKE et al., 1976; 
KEWITSCH et al., 1983; HRDY, 1987; FANG et al., 1989). Der Anteil infizierter 
Erwachsener lag zwischen 20% und 40% (BARRON-ROMERO et al., 1985; BREER et al., 
1985). Nach der Initial-Infektion in den ersten Lebensjahren kommt es möglicherweise 
lebenslang zu Reinfektionen mit verschiedenen Stämmen von Rotaviren (FONTEYNE et al., 
1987; MORISHIMA et al., 1978; KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Diese Infektionen 
verlaufen in der Regel mild (SU et al., 1986; HUNG, 1988). Klinische Rotavirus-Infektionen 
sind möglich und wurden vor allem bei Senioren beobachtet (CUBITT u. HOLZEL, 1980; 
ABBAS u. DENTON, 1987; LEWIS et al., 1989; LAMBERT et al., 1991; STEEL et al., 
1992; LEDERER u. MÜLLER, 1995; GOMEZ de CASO et al., 1996). Diese Fälle, z.T. mit 
Beteiligung des Pflegepersonals, zeichnen sich durch eine hohe Erkrankungsrate aus. In dieser 
Altersgruppe waren auch vereinzelt Todesfälle zu verzeichnen (MARRIE et al., 1982; HRDY, 
1987). Gefährdet sind auch Patienten und Personal in Krankenhäusern (HOZEL et al., 1981; 
HOH et al., 1983; RAO, 1995, WINCHESTER III et al., 1980) sowie immundefiziente 
Patienten (GUARINO et al., 1996). 
 
Bei Immundefizienz wurden chronische (PEDLEY et al., 1984; EIDEN et al., 1985; OISHI et 
al., 1991), extraintestinale (UHNOO et al., 1990; GILGER et al., 1992; FITTS et al., 1995) 
und persistierende Infektionen (SAULSBURY et al., 1980; RIEPENHOFF-TALTY et al., 
1987) mit Rotaviren nachgewiesen. Untersuchungen bei HIV-Patienten zeigten einen 
deutlichen Anstieg von Rotavirus-Infektionen im Vergleich zu gesunden Personen 
(CUNLIFFE et al., 2001). Viruspersistenz wurde in immunodefizienten Mäusen 
(RIEPENHOFF-TALTY et al., 1987), beim Menschen (KHOSHOO et al., 1990) und bei 
Kälbern (ISHIZAKI et al., 1995) beobachtet. BHARDWAJ et al. ermittelten 1996 bei 8-11% 
der untersuchten Kinder eine Viruspersistenz. Die Reaktivierung persistierender Infektionen 
kann zur klinischen Infektion oder Virusausscheidung führen. Unbekannt ist bis heute der Ort 
der Viruspersistenz. 
 
Auch bei adulten Tieren wurden Rotaviren nachgewiesen (BENFIELD et al., 1982; DEDEK 
et al., 1986; AWANG u. YAP, 1990). Bei adulten Schweinen (BENFIELD et al., 1982; 
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PAUL u. STEVENSON, 1992; WILL et al., 1994) und adulten Wildschweinen (DEDEK et 
al., 1986) konnten Rotaviren im Kot nachgewiesen werden. Anscheinend wird bei Sauen 
durch die Geburt die Ausscheidung von Rotaviren provoziert. PAUL u. STEVENSON (1992) 
konnten eine Ausscheidung von Rotaviren mit dem Kot bis zum 21. Tag post partum 
nachweisen. 
 
2.2.1. Übertragung von Rotaviren 
 
Rotaviren werden hauptsächlich fäkal-oral (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996), aber auch 
aerogen übertragen (IJAZ et al., 1985; PRINCE et al., 1986; KAPIKIAN u. CHANOCK, 
1996). Rotaviren haben eine hohe Tenazität. Sie können im Kot bei Raumtemperatur bis zu 7 
Monate infektiös bleiben (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). In leeren Stallungen bleibt die 
Infektiösität bis zu drei Monaten erhalten (SATTAR et al., 1986; ANSARI et al., 1988; 
WILDE et al., 1992). 
 
Von besonderer Bedeutung ist kontaminiertes Wasser, in welchem eine Vielzahl von 
Enteritis-Erregern nachgewiesen wurden (BLACKLOW u. GREENBERG, 1991). Auch 
Rotaviren können durch kontaminiertes Wasser übertragen werden und Infektionen 
verursachen (HUNG et al., 1984). Dabei wurden sie in unbehandelten und behandelten 
Abwässern nachgewiesen (MEHNERT u. STEWIEN, 1993). PUIG et al. schlugen bereits 
1994 vor, mittels PCR amplifizierbare Adenoviren und Enteroviren als Indikatoren einer 
möglichen viralen Kontamination von Wasser zu nutzen. 
 
2.2.2. Wechselseitige Übertragung von Rotaviren zwischen verschiedenen Spezies 
 
Rotaviren können zwischen verschiedenen Tierarten wechselseitig übertragen werden 
(HEINRICH, 1978; KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Unter experimentellen Bedingungen 
verursachen Rotavirus-Stämme klinische oder subklinische Infektionen bei Jungtieren anderer 
Spezies (Affen, Ferkel, Kälber, Lämmer, Mäuse, Welpen, u.a.) (GOUVEA et al., 1976; 
LECCE et al., 1976; MEBUS et al., 1976; TORRES-MEDINA et al., 1976; WYATT et al., 
1976; MITCHELL et al., 1977; SNODGRASS et al., 1977; TZIPORI et al., 1977; BELL et 
al., 1978; WARD et al., 1996b; EL-ATTAR et al., 2001). ADAH et al. konnten 2002 humane 
Rotaviren im Kot von Kälbern nachweisen, welche an Durchfall erkrankten. Auch aviäre 
Rotaviren können auf Säugetiere übertragen werden (BRUSSOW et al., 1992; 
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ROHWEDDER et al., 1995). Bereits 1980 postulierten HEINRICH et al., dass Rotaviren als 
Zoonoseerreger angesehen werden müssen. Dass Rotaviren auf den Menschen übertragen 
werden können, wurde ebenfalls von BISHOP (1994), KAPIKIAN u. CHANOCK (1996), 
DESSELBERGER (1997) u. RAMIG (1997) vermutet. Der Anteil animaler Rotaviren an 
humanen Rotavirus-Infektionen bzw. die Bedeutung neugebildeter animaler Stämme für die 
Infektion des Menschen müssen noch untersucht werden. Die Übertragung animaler 
Rotaviren auf den Menschen wurde allerdings im Selbstversuch von SHELKOVAYA u. 
KUPCHINSKI 1989 bestätigt. Die Infektion des Menschen mit animalen Rotaviren wurde 
auch von anderen Autoren beschrieben (EIDEN et al., 1985b; GUSMAO et al., 1994; SHIF et 
al., 1994). 
 
Humane und animale Rotaviren besitzen gleiche antigene Eigenschaften (LI et al., 1996). 
Hybridisierungs- und Sequenzanalysen ergaben, dass humane und animale 
Rotavirussequenzen teilweise homolog sind und natürlich zirkulierende Rotaviren Menschen 
infizieren können (DYALL-SMITH u. HOLMES, 1984; GARBARG-CHENON et al., 1986; 
GONZALES u. BURRONE, 1989; NAKAGOMI u. NAKAGOMI, 1993; SHIRANE u. 
NAKAGOMI, 1994; TANIGUCHI et al., 1994; KOJIMA et al., 1996). Die besondere 
Fähigkeit der Rotaviren, untereinander genetisches Material auszutauschen, ist von großer 
Bedeutung für eine wechselseitige Übertragung. Diese neugebildeten Reassortanten mit 
veränderten antigenen und serologischen Eigenschaften wurden wiederholt nachgewiesen 
(NAKAGOMI u. NAKAGOMI, 1991; URASAWA et al., 1992; PALOMBO et al., 1994; 
PALOMBO, 2002). Der Nachweis natürlich vorkommender Reassortanten aus humanen und 
animalen Rotaviren bei Mensch und Tier ist ein sehr deutlicher Hinweis auf die Bedeutung 
des Reassortment bei der wechselseitigen Übertragung von Rotaviren (BRIDGER u. 
BROWN, 1984; EIDEN et al., 1985b; GORZIGLIA et al., 1990; URASAWA et al., 1992; 
GENTSCH et al., 1993; NAKAGOMI et al., 1994; WARD et al., 1996a). 
 
2.3. Porcine Rotaviren 
 
Der erste direkte Nachweis von Rotaviren in Schweinen gelang RODGER et al. 1975 in 
Australien. In den folgenden Jahren wurden Rotaviren bei Ferkeln mit Durchfall weltweit 
diagnostiziert, so zum Beispiel in Deutschland (HERBST et al., 1988; BIERMANN et al., 
1989; OTTEN, 1995), Dänemark (SVENSMARK et al., 1989) und Polen (MALICKI et al., 
1990). In Deutschland wies OTTEN (1995) Infektionen mit Rotaviren bei 3,6% der 250 
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untersuchten Saugferkel nach. Die infizierten Ferkel stammten aus einem der 10 untersuchten 
Ferkelerzeugerbetriebe. BOHL zeigte 1979, dass Rotaviren die Hauptursache von 
Durchfallerkrankungen (engl.: white scours, milk scours, three week scours) der Ferkel sind. 
Auch im Kot erlegter Wildschweine wurden Rotaviren von DEDEK et al. (1986) 
nachgewiesen. 
 
Bereits früh erfolgten serologische Untersuchungen an Schlachtschweinen. Mittels ELISA 
konnten von BACHMANN et al. 1979 bei 96% aller Schlachtschweine (n=290) Antikörper 
nachgewiesen werden. In Frankreich gelang CORTHIER et al. 1979 bei 83% von 166 
untersuchten Schlachtschweine-Seren ein Antikörpernachweis mit indirektem 
Immunfluoreszenztest.  
 
Natürliche und experimentelle Infektionen verursachen bei Schweinen Durchfall-
Erkrankungen (GREENBERG, 1994). 1974 konnten WOODE u. BRIDGER mit einem 
Kälberisolat Durchfall bei Ferkeln hervorrufen. Es folgten Arbeiten über experimentelle 
Infektionen mit humanen Rotaviren (MIDDLETON et al., 1975). In weiteren Untersuchungen 
(TZIPORI et al., 1980; STEEL u. TORRES-MEDINA, 1984) gelang es, Schweine bis zum 
Alter von 6 Wochen mit Rotaviren unterschiedlicher Herkunft zu infizieren. 
 
2.3.1. Die Rotavirus-Infektion der Schweine 
 
Klinisch sind natürliche Rotavirus-Infektionen durch einen relativ milden und wenige Tage 
andauernden Durchfall mit wässriger bis pastöser Konsistenz und weiß-gelber bis schwarzer 
Farbe des Kotes gekennzeichnet (GELBERG, 1989). Die Letalität ist im allgemeinen gering 
(WILL et al., 1994). Auch subklinisch verlaufende Infektionen sind beschrieben (JESTIN u. 
MEDEC, 1986; FU u. HAMPSON, 1987; SVENSMARK et al., 1989). Die Morbidität beträgt 
etwa 10-20% (MORALES et al., 1990). Dagegen führt die experimentelle Rotavirus-Infektion 
von gnotobiotischen Ferkeln ohne kolostralen Antikörperschutz zu schwerwiegenden 
Gastroenteritiden mit hoher Letalität (JANKE et al., 1988; SVENSMARK et al., 1989; 
SHAW et al., 1989; TZIPORI et al., 1989; GELBERG, 1992). 
 
Bei der Sektion Rotavirus-infizierter Ferkel zeigen die Mägen der Tiere keine Veränderungen 
(BENEFIELD et al., 1987; COLLINS et al., 1989; SHAW et al., 1989; SVENSMARK et al., 
1989). Der Dünndarm ist dünnwandig und das Lumen ist gefüllt mit Gas und flüssigem oder 
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pastösem Inhalt (JANKE et al., 1988; SHAW et al., 1989; SVENSMARK et al., 1989). Auch 
Kolon und Zäkum sind dünnwandig und enthalten eine gelb-wässrige Masse (BENFIELD et 
al., 1987). Weiterhin können Erosionen der Dickdarmschleimhaut auftreten (CHASEY et al., 
1989). Pathologisch-histologisch dominieren Verkürzung und Atrophie der Zotten von 
Jejunum und Ileum (JANKE et al., 1988; SHAW et al., 1989; SVENSMARK, 1989). Die 
Epithelzellen der Dünndarmzotten bilden vielkernige Synzytien und es liegt eine 
Kryptenhyperplasie vor (CHASEY et al., 1989). Im Dickdarm können Thrombosen der 
submukösen Blutgefäße und Entzündungszellen in der Mukosa des Kolons auftreten 
(BENFIELD et al., 1987). 
 
Die Rotavirusinfektionen können zwar als Monoinfektionen auftreten, die Regel sind jedoch 
Mischinfektionen mit anderen enteropathogenen Erregern. Dabei handelt es sich um Viren der 
übertragbaren Gastroenteritis (BOHL et al., 1978), Kokzidien (ROBERTS u. WALKER, 
1982) oder enterotoxische E. coli-Stämme (BOHL et al., 1978; LECCE et al., 1982). Bei 
Mischinfektionen kann sich die Morbiditätsrate auf 50-100% erhöhen (PAUL u. 
STEVENSON, 1992). Die Größe der Schweineherden, die Nutzungsrichtung und das 
Produktionsverfahren scheinen keinen Einfluss auf das Vorkommen von Rotaviren zu haben. 
So lässt sich der Erreger sowohl in Groß- als auch in Kleinbeständen nachweisen (FU u. 
HAMPSON, 1987; LIPRANDI et al., 1987; FU et al., 1989; MORIN et al., 1990). Rotavirus-
Infektionen können sowohl bei Ferkeln aus SPF-Betrieben als auch bei Tieren aus 
konventionellen Haltungen vorkommen (FU u. HAMPSON, 1987; GELBERG et al., 1992). 
Verschiedentlich wird über ein besonders häufiges Auftreten der Rotaviren in Ferkelerzeuger- 
und Mastbetrieben mit kontinuierlichem Abferkelvorgang berichtet (FU u. HAMPSON, 1987; 
MORIN et al., 1990). Allerdings können Rotavirus-Infektionen auch in Haltungsformen, die 
das „Rein-Raus-Verfahren“ praktizieren, vorkommen (BOHL, 1989). Rotaviren lassen sich 
sowohl in Betrieben mit Haltung der Ferkel auf Betonböden mit Einstreu als auch bei Tieren, 
die auf Spaltenböden ohne Einstreu gehalten werden, nachweisen (SVENSMARK et al., 
1989). Auch hygienische Bedingungen in den Betrieben scheinen nach Beurteilung 
verschiedener Autoren keinen Einfluss auf das Vorkommen von Rotaviren zu haben (FU u. 
HAMPSON, 1987; LIPRANDI et al., 1987). 
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2.3.2. Diagnostik der Rotavirus-Infektion 
 
Zur Diagnostik der Rotavirus-Infektionen werden elektronenmikroskopische, serologische 
(z.B. ELISA) und molekularbiologische Techniken eingesetzt. Die Nachweisgrenze in der 
Routinediagnostik liegt mit dem Elektronenmikroskop oder mit der RNA-PAGE bei 106 
Partikeln pro Gramm Fäzes (DESSELBERGER, 1995). Mit diesen Techniken können 
aussagefähige Untersuchungen zum Nachweis von Viren unterhalb dieser Grenze, z.B. bei 
Untersuchungen von Lebensmitteln, Wasser oder Organproben von Tieren, nicht durchgeführt 
werden, denn hier sind erwartungsgemäß nur sehr geringe Virusmengen vorhanden. Die im 
allgemeinen niedrige Konzentration von Krankheitserregern in Lebensmitteln und in 
Schlachttieren im Vergleich zu klinischem Material, z.B. Kotproben, erfordert den Einsatz 
empfindlicher und spezifischer Detektionsverfahren (PILLAI u. RICKE, 1995; PILLAI, 
1997). 
 
Um Viren unterhalb der Nachweisgrenze der RNA-PAGE oder des Elektronenmikroskops 
nachweisen zu können, müssen Amplifikationsverfahren eingesetzt werden. Die 
Amplifikationstechnik der klassischen Virologie ist die Anzüchtung von Viren. Die 
Kultivierung und Passagierung von Rotaviren ist jedoch nach wie vor sehr schwierig 
(KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996, ESTES, 1996). Erst 1984 gelang BOHL et al. die 
Adaptierung eines porcinen Rotavirus-Stammes an die permanente Affenzelllinie MA 104. 
Dies gelang durch den Einsatz spezieller Techniken, wie z.B. dem Vorbehandeln des Virus 
mit proteolytischen Enzymen (Trypsin). 
 
2.4. Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion in der Diagnostik 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), 1986 vorgestellt auf dem 
„Cold Spring Harbour Symposium on Quantitative Biology“ und publiziert von MULLIS u. 
FALOONA (1987) hat der modernen Diagnostik ein Werkzeug in die Hand gegeben, das den 
rasanten Fortschritt in diesem Feld mitbegründet hat. Mit Hilfe zweier gegenüberliegender 
Oligonukleotide, sogenannter Primer, die spezifisch an eine bestimmte Zielsequenz binden, 
lassen sich DNA-Abschnitte exponentiell vermehren. Soll mit Hilfe einer PCR ein bestimmter 
Bereich der DNA amplifiziert werden, muss die Sequenz der flankierenden Bereiche der 
Zielsequenz bekannt sein. Hierzu werden Primer ausgewählt, die die Zielsequenz begrenzen. 
Wenn an eine einzelsträngige DNA ein Primer gebunden ist, sind DNA-Polymerasen in der 
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Lage, dieses Oligonukleotid entsprechend dem komplementären Strang zu verlängern. Durch 
die Wiederholung von Denaturierung der DNA, spezifische Anlagerung der Oligonukleotide 
und deren Verlängerung durch die Polymerase, kommt es zu einer exponentiellen 
Amplifikation der Zielsequenz. Die theoretische Zahl der Kopien der Zielsequenz, die nach 
Abschluss der Reaktion entstanden sind, lässt sich nach der Gleichung: x(2n-2n) berechnen. 
„x“ entspricht der ursprünglichen Anzahl von Kopien der Zielsequenz im Ausgangsmaterial, 
„n“ der Anzahl der Zyklen. „2n“ entspricht der Anzahl der Kopien, die durch lineare 
Vermehrung der Originalvorlage entstehen. In der Praxis liegt die Ausbeute allerdings unter 
diesem theoretischen Wert. Diese Methode ermöglicht theoretisch den Nachweis eines 
einzigen DNA-Moleküls. 
 
Die erste Anwendung dieser Methode in einem Diagnostiklabor erfolgte durch SAIKI et al., 
(1988). Seit dieser Zeit ist in der virologischen Forschung und Diagnostik die PCR 
unentbehrlich und hat auch in der Veterinärmedizin die Diagnostik enorm bereichert (BELAK 
u. BALLAGI-PORDANY, 1993). Eine Zusammenstellung der im Jahre 1995 mit der PCR in 
der Veterinärmedizin nachweisbaren bakteriellen, viralen und parasitären Erreger findet sich 
bei PFEFFER et al. (1995). 
 
2.4.1. Modifikationen der PCR 
 
2.4.1.1. Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
 
Die Entdeckung der Reversen Transkriptase (RT) oder RNA-abhängigen DNA-Polymerase 
(BALTIMORE, 1970 u. TEMIN et al., 1970) ermöglichte in der Kombination mit der PCR 
eine neue Untersuchungstechnik, die Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR). Durch die RT lässt sich RNA statt DNA als Vorlage nutzen. Hierbei wird die RNA 
zunächst in eine DNA-Kopie umgewandelt (cDNA), die dann in der nachfolgenden PCR 
exponentiell vermehrt wird. Dadurch können auch RNA-Viren mit der Methode der PCR 
nachgewiesen werden (GAO u. MOORE, 1996). 
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2.4.1.2. ,,Real-time” RT-PCR 
 
Herkömmliche PCR- oder RT-PCR-Methoden erfordern zur Analyse der vermehrten DNA-
Fragmente eine spezielle Technik. Um die Amplifikate visuell darzustellen, werden sie mit 
einem fluoreszierenden Farbstoff (Ethidiumbromid), welcher mit der Doppelstrang-DNA 
interkaliert, angefärbt. In einer Agarose-Gel-Elektrophorese werden die Fragmente nach ihrer 
Größe im elektrischen Feld aufgetrennt. Das Agarose-Gel wird anschließend unter UV-Licht 
ausgewertet.  
 
Die „Real-time“ RT-PCR ist eine Methode zur Analyse von PCR-Produkten während der 
Amplifikation, also in „Echtzeit“. Noch während die Nukleinsäure amplifiziert wird, werden 
die einzelnen Messwerte und Ergebnisse dargestellt. Nicht nur der Zeitersparnis wegen, 
sondern auch wegen des Wegfallens des Umganges mit gefährlichen Chemikalien (z.B. 
Ethidiumbromid) und der Senkung eines Kontaminationsrisikos, wird dieses System 
zunehmend in der Routinediagnostik eingesetzt. 
 
In den letzten Jahren hat sich die PCR/ RT-PCR/ „Real-time“ RT-PCR als wichtiges und 
sensitives Diagnostikum durchgesetzt. Durch den der natürlichen DNA-Vermehrung 
nachempfundenen Vorgang lassen sich geringste Mengen an genetischem Material sicher 
nachweisen. Dies ist von besonderer Bedeutung für den Nachweis von Infektionserregern, 
welche mit den üblichen diagnostischen Verfahren (z.B. Zellkultur) überhaupt nicht oder nur 
unter großen Schwierigkeiten nachweisbar sind. Durch die Verfügbarkeit der RT-PCR ist es 
möglich, Rotaviren in geringsten Konzentrationen nachweisen zu können (RIEPENHOFF-
TALTY et al., 1996). 
 
2.4.1.3. Anwendung der RT-PCR zum Nachweis von Rotaviren 
 
Bereits 1990 entwickelten WU u. WILDE et al. RT-PCR-Verfahren, die Abschnitte des 
Gensegments 6 amplifizierten. Es folgten die Arbeiten von WILDE et al., 1991 und 1992, 
CHINSANGARAM et al., 1993, WINIERCZYK et al., 1994, GRINDE et al., 1995 u. 
HUSAIN et al., 1995, ELSCHNER et al., 2002, welche ebenfalls das Gensegment 6 
nachweisen. Diese Verfahren wurden entwickelt, um Rotaviren der Gruppe A verschiedener 
Spezies in der Umwelt und in biologischen Substraten detektieren zu können. Außerdem 
wurde mit ihnen die Eignung von Extraktionsverfahren und Probenaufarbeitungs-Techniken 
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überprüft. BANGE (1998) stellte eine RT-PCR vor, welche gezielt für die Detektion von 
Rotaviren der Gruppe A verschiedener Spezies aus Organmaterial von Schweinen entwickelt 
wurde. 
 
Die Mehrzahl der entwickelten Verfahren weist die für die Proteine VP4 (GENTSCH et al., 
1992; ROSEN et al., 1992) und VP7 (GOUVEA et al., 1990) kodierenden Genomsegmente 
nach. Mit der Hilfe dieser Verfahren kann eine Genotypisierung in P-Typen (GENTSCH et 
al., 1992; ROSEN et al., 1992) und in G-Typen (GOUVEA et al., 1990) durchgeführt werden. 
Mit diesen Typisierungsverfahren wurden zahlreiche Untersuchungen zum Vergleich von G- 
und P-Typen durchgeführt (SANTOS et al., 1994; RAMACHANDRAM et al., 1996). 
 
Bewährt hat sich die RT-PCR zum Nachweis von Rotaviren bei Untersuchungen zu 
Umweltkontaminationen (WILDE et al., 1992; TSAI et al., 1994). Zur Untersuchung der 
Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln wird die RT-PCR von OJEH et al. (1995) und zum 
Nachweis gesunder Virusausscheider die RT-PCR von WILDE et al. (1991) eingesetzt. Durch 
den Einsatz der RT-PCR gelangen Nachweise in der Zerebrospinalflüssigkeit (NISHIMURA 
et al., 1993) sowie in der Leber und in der Galle (RIEPENHOFF-TALTY et al., 1996). 
 
2.5. Translokation enteraler Erreger 
 
Haupteintrittspforte für Bakterien und Viren in den Organismus ist das gastrointestinale 
System. Belastungsinduzierte intestinale Translokations-Prozesse von Bakterien wurden 
bereits in verschiedenen Nagermodellen, bei landwirtschaftlichen Nutztieren und Primaten 
untersucht (DEITCH et al., 1989; SANCHEZ et al., 1993; BERG et al., 1995). Diese 
bakteriellen Translokationsprozesse sind durch die Passage von vitalen, im Magen-Darm-
Kanal residenten Bakterien durch die gastrointestinale Barriere in die mesenterialen 
Lymphknoten, Milz, Leber und andere Organe charakterisiert (BERB u. GARLINGTON, 
1979). Untersuchungen am Menschen haben gezeigt, dass Mikroorganismen die Darmbarriere 
überwinden können. Diese Prozesse sind teilweise physiologisch, häufiger treten derartige 
Translokationen nach Belastungssituationen auf (MENGERT u. FEHLHABER, 1996). 
Verschiedene Faktoren wie eine Mangelernährung (CUNNINGHAM-RUNDLES, 1994), 
Mykotoxikosen (CORRIER, 1991) oder auch Stress (DOHMS u. METZ, 1991) führen zu 
einer Beeinträchtigung der Immunantwort und können so die Translokation von enteralen 
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Erregern fördern. Ob eine Rotavirus-Infektion zu einer bakteriellen Translokation führt, ist 
nicht bekannt. Es ist auch nicht bekannt, ob eine bakterielle Infektion eine Translokation von 
Rotaviren verursacht. 
 
Es konnte nachgewiesen werden, dass Rotaviren translozieren können. So konnten GILGER 
et al. (1992) Rotaviren in der Niere und in der Leber nachweisen. Auch im Respirationstrakt 
(GOLDWATER et al., 1979; ZHENG et al., 1991; GUSMAO et al., 1994; GOMEZ DE 
CASO et al., 1996; MIMS et al., 1996) konnten Rotaviren detektiert werden. Es scheint, als 
ob Makrophagen eine wesentliche Bedeutung bei der Verbreitung von Rotaviren in Organe 
und Gewebe außerhalb des Verdauungstraktes haben (BROWN u. OFFIT, 1998). THEIL et 
al. (1978) u. SAIF et al. (1985) konnten in mononukleären Zellen Rotaviren 
elektronenmikroskopisch darstellen. UHNOO et al. (1990) konnten nachweisen, dass die 
Kombination aus Rotavirus-Infektion und einer Mangelernährung zu einer Erhöhung der 
Darmpermeabilität und damit zu einer verstärkten Aufnahme von Makromolekülen aus der 
Umwelt führt (siehe 2.1.1.). Daraus resultieren extraintestinale Infektionen mit Rotaviren 
(RIEPENHOFF-TALTY et al., 1989). 
 
2.6. Viren in Lebensmitteln 
 
Die klinische Bedeutung einer Kontamination von Lebensmitteln tierischer Herkunft mit 
Viren ist noch weitgehend unbekannt (MAYR, 1978; STOLLE u. SPERNER, 1997). Obwohl 
die Übertragung von Viren über Lebensmittel für viele klassische Tierseuchenerreger 
(Schweinepest, MKS, u.a.) bekannt ist (CLIVER, 1971; NATHANSON u. TYLER, 1997), 
wird die Möglichkeit einer viralen Kontamination von Lebensmitteln, welche zu einer 
Gefährdung der Gesundheit des Verbrauchers führen kann, wenig diskutiert (WEINHOLD, 
1973; MAYR, 1978; FRIES, 1994). Bisher wurden in Lebensmitteln tierischer Herkunft 
sowohl RNA- als auch DNA-Viren nachgewiesen. Es gelangten die Nachweise von Entero-, 
Hepato-, Calici- und Reoviren (FEHLHABER u. JANETSCHKE, 1992; FRIES, 1994). Ein 
Zusammenhang zwischen dem Verzehr von Lebensmitteln und Krankheitsausbrüchen konnte 
bei Hepatitis A-Virus, Poliovirus, Norwalk-Viren, „Norwalk-like-Viren” u.a. aufgezeigt 
werden (siehe Tab. 1). Auch Rotaviren wurden wiederholt für Infektionen, verursacht durch 
Lebensmittel, verantwortlich gemacht (VOLLETT et al., 1979; CLIVER et al., 1992; FRIES, 
1994). Eine neue Sicht der Bedeutung der Virusübertragung durch Lebensmittel stellte 
MÜLLER (2002) dar. 
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Mikroorganismus Geschätzte Anzahl 
der Fälle 
Übertragung durch 
Lebensmittel in % 
Bakterien 
 Campylobakter spp. 
 Salmonella, nicht-typhoid 
 Shigella spp. 



























 Giardia lamblia 








 Tabelle 1:  Übersicht über Erreger von Lebensmittelinfektionen in den 
   Vereinigten Staaten (MEAD et al. 1999) 
 
 
Tabelle 1 zeigt die geschätzte Anzahl von Krankheitsfällen und die Übertragung durch 
Nahrungsmittel der wichtigsten Mikroorganismen in einer Studie von MEAD et al. (1999) in 
den Vereinigten Staaten. Umstritten ist nach wie vor die Bedeutung von Lebensmittel-
Kontaminationen und deren Auswirkungen auf die Gesundheit der Verbraucher. Nach 
SINELL (1994) sind diese fast bedeutungslos. In den USA wird die Bedeutung der viralen 
Kontamination von Lebensmitteln höher eingeschätzt (JAYKUS, 1997; FAO, 1999). Die 
offenbar größere Bedeutung der Virusübertragung durch Lebensmittel wird im 
JAHRESBERICHT 2001 der Landesanstalt für das Gesundheits- und Veterinärwesen 
Sachsens deutlich. Nach diesem Bericht stehen – nach den Salmonellen – die Rotaviren an 2. 
Stelle der nachgewiesenen Enteritis-Erreger, gefolgt von Norwalk-like-Viren, Adenoviren 
und Astroviren. 
 
Viren verhalten sich im Lebensmittel grundsätzlich anders als Mikroorganismen. Da sie nur in 
lebenden Zellen vermehrt werden, können sie sich nicht nachträglich in einem Lebensmittel 
anreichern. Viren verändern die Eigenschaften des kontaminierten Nahrungsmittels nicht und 
vermehren sich erst nach Verzehr im Wirt (FEHLHABER u. JANETSCHKE, 1992). Sie sind 
durch Proteine und Fette in den Lebensmitteln gut geschützt und bleiben lange infektiös 
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(CLIVER et al., 1971). In Abhängigkeit von der Art der Verarbeitung und Zubereitung 
verlieren oder behalten sie diesen Schutz (DANNER u. MAYR, 1980). Aus diesem Grund 
befürworten Fachwissenschaftler die Notwendigkeit einer Kontrolle von Lebensmitteln auf 
die Anwesenheit potentiell pathogener Viren (ANON., 1984; ANON., 1999b). Es werden 
primäre (endogene) und sekundäre (exogene) Kontaminationen von Nahrungsmitteln und 
Produkten tierischer Herkunft unterschieden. Primäre Kontaminationen vollziehen sich im 
Tier selbst, während sekundäre Kontaminationen durch die Herstellung bzw. Schlachtung und 
die Verarbeitung von Produkten entstehen. Problematisch dabei sind die Tiere, die zwar mit 
Erregern infiziert sind, aber bei der Fleischbeschau als „gesund“ eingestuft werden. MAYR u. 
HÜBERT (1989) konnten aus Organen klinisch gesunder Tiere Adeno-, Entero-, Herpes-, 
Papova-, Parvo-, Reoviren u.a. isolieren. Außerdem konnte MAYR (1997) in der Zellkultur 
Viren aus Organen gesund geschlachteter Rinder und Schweine isolieren. Außer diesen 
Ergebnissen fanden die primären Kontaminationen von Lebensmitteln tierischer Herkunft bis 
in die jüngste Zeit hinein keine Erwähnung in der Fachliteratur (SCHÜPPEL et al., 1994). Die 
sekundären Kontaminationen sind durch hygienische Maßnahmen zu minimieren. Vor allem 
roh verzehrte Produkte wie Muscheln oder Fleisch stellen ein hohes Risiko dar (ANON., 
1998). Bei einem hohen Prozentsatz gastrointestinaler Infektionen, welche durch 
kontaminierte Lebensmittel verursacht werden, können die Erreger nicht identifiziert werden 
(PARSONNET et al., 1995). Einen Grund dafür sehen Experten der CDC (Centers of Disease 
Control and Prevention) in den Vereinigten Staaten in den angewendeten, nicht ausreichend 
empfindlichen konventionellen Methoden zum Virusnachweis in Lebensmitteln (ANON., 
1999a). Die vorliegenden niedrigen Viruskonzentrationen erfordern die Entwicklung 
spezialisierter Verfahren für die Konzentrierung großer Probenmengen und den Einsatz 
geeigneter Detektionsverfahren (JAYKUS, 1997). Mit der PCR steht eine spezifische und 
sehr sensitive Nachweismethode zur Detektion geringster Mengen an Nukleinsäuren zur 
Verfügung und kann gerade dort zum Einsatz kommen, wo serologische Methoden oder 
Methoden der klassischen Virologie nicht oder nur schwer eingesetzt werden können (GAO u. 
MOORE, 1996; HILL, 1996). So wurden verschiedene PCR- oder RT-PCR-Verfahren für 
Norwalk-Viren, Hepatitis A-Viren u. a. entwickelt  und Untersuchungen zum Nachweis 
viraler Kontaminationen in Muschel und Austern erfolgreich durchgeführt (ATMAR et al., 
1993; ATAMAR et al., 1995; SHIEH et al., 2000). 
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Elektrophoresekammern: Horizontal-Gel-Elektrophorese (Keutz, Reiskirchen), Sequenz-Gel-
Elektrophorese (AGS, Heidelberg), Gel-Dokumentationssystem (Intas, Göttingen), 
Mikroskop: Umkehr-Mikroskope (Olympus), Heizblöcke (Eppendorf, Hamburg), 
Inkubatoren: Brutschränke (Memmert, Schwabach; Heraeus, Hanau), Kühl- und 
Gefrierschränke (Liebherr, Ochsenhausen), Pipettierhilfen (Gilson, Frankreich; Eppendorf, 
Hamburg; Integra, Biosciences, Fernwald), Photometer DU-64 (Beckmann, München), Real- 
Time-Cycler (Rotorgene 2000®, Corbett Research, Australien), Schüttler: Vortexer (Bender & 
Hobein, Zürich), Orbital-Schüttler (Forma Scientific), Sterilwerkbänke (Heraeus, Hanau), 
Thermocycler (Hybaid Touch Down, Hybaid, UK), Wasserbäder (GFL, Burgwedel), 
Zentrifugen: Tischzentrifuge, gekühlt (Heraeus, Hanau), Zellkulturzentrifuge (Heraeus, 





Parafilm (American National Can), Pipettenspitzen (Greiner, Frickenhausen), 
Reaktionsgefäße: 50 ml, 15 ml, 0,2 ml (Greiner, Frickenhausen), für PCR: 0,2 ml (Biozym, 
Oldendorf), Röntgenfilme (Kodak), Zentrifugenbecher (Beckman, München), 





Analyse von Nukleinsäuresequenzen: MegAlign™ software (DNASTAR, USA), Analyse von 
PCR-Produkten in der „Real-time“ RT-PCR: Rotorgene 2000© Software (Corbett Research, 
Australien) 
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3.1.2. Biologische Materialien 
 
3.1.2.1. Viren und Zellkultur 
 
Für die Durchführung der Arbeiten wurde der Affenrotavirus-Stamm SA-11 
(freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. U. Desselberger, Cambridge, UK), das 
Rinderrotavirus UK und das Schweinerotavirus OSU (freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Prof. M. A. McCrae, Coventry, UK) verwendet. Die Rotavirus-Stämme hatten 
einen Virustiter von 106 bis 107 PFU/ml. Die zelladaptierten Rotaviren wurden in der 
permanenten Affennierenzelllinie MA-104 vermehrt. In der vorliegenden Arbeit dienten 




Untersucht wurden Kot- und Organproben von Schweinen verschiedener Herkunft und 
verschiedener Altersstufen. Im Rahmen des Graduiertenkollegs wurden im Infektionsstall des 
Institutes für Tierhygiene der Veterinärmedizinischen Fakultät Leipzig Infektionsversuche mit 
Salmonellen in Form von Belastungsversuchen an Schweinen durchgeführt. Die Schweine aus 
einem Versuch wurden in die Untersuchung auf das Vorhandensein von Rotaviren 
einbezogen. Dabei handelte es sich um 20 männliche, kastrierte Mastschweine der Rasse 
„Landrasse“ im Alter von ca. 3 Monaten, von denen 8 Tiere als Kontrolltiere dienten. Diese 
Tiere wurden im Alter von 200 bis 220 Tagen mit einer mittleren Körpermasse von 100 kg 
geschlachtet. Am Tag der Aufstallung zeigten einige der Tiere z.T. leichte 
Krankheitssymptome mit gestörtem Allgemeinbefinden und leichtem Durchfall. Bis zum 
Versuchsbeginn konnten bei keinem Tier Krankheitssymptome festgestellt werden. 
 
Von einer Arbeitsgruppe des Bundesinstitutes für gesundheitlichen Verbraucherschutz und 
Veterinärmedizin (BgVV), Fachbereich 4 in Jena wurden 13 „Spezifiziert-Pathogen-Freie“ 
(SPF)- Schweine verwendet. Hierbei handelte es sich ebenfalls um männliche, kastrierte 
Tiere, welche im Alter von ca. 3 Monaten mit einer Überdosis Pentobarbital getötet wurden. 
Die Tiere zeigten kurz nach der Aufstallung deutliche Krankheitserscheinungen in Form von 
Diarrhoe. Drei dieser Tiere mussten aus Tierschutzgründen euthanasiert werden, so dass nur 
10 dieser Schweine in die Untersuchung einbezogen werden konnten. 
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3.1.2.3. Humane Stuhlproben und Kotproben verschiedener Spezies 
 
In die Untersuchungen wurden Stuhlproben einer Mutter und ihres Kindes einbezogen. 
Weiterhin wurden Kotproben von Seebären, Rindern, Schweinen, Kaninchen und Pferden 
untersucht. 
 
3.1.2.4. Nukleotide und Oligonukleotide 
 
Ribonukleosid-Triphosphate (rNTPs)    Promega, Mannheim 
Desoxyribonukleosid-Triphosphate 
(je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)    Gibco/BRL, Eggenstein 
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTPs)   Pharmacia, Freiburg 
50 mM ATP        AGS, Heidelberg 
 




DNA-Längenstandard λ HaeIII 
 
Als Längenstandard für kleinere DNA-Fragmente wurde DNA vom Phagen λdV1 (Prof. Dr. 
Dr. G. Hobom, Giessen) mit HaeIII verdaut. Es entstanden Fragmente mit folgenden Längen 





Als DNA-Längenstandard wurde eine Mischung aus PstI-, BamHI-, HindIII-Fragmenten des 
Plasmids PAT553/PB1 (Prof. Dr. Dr. G. Hobom, Giessen) verwendet. Es entstanden 
Fragmente mit folgenden Längen (in bp): 5664, 4133, 3146, 2528, 1713, 1310, 890, 845, 696, 
460, 362, 352, 272, 223, 213, 212, 178, 142, 132, 83, 40 (Abb. 3). 
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    (A)     bp      (B)      bp 
     
Abbildung 3: Molekulargewichtsmarker, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden. 






Desoxyribonuklease I (DNase I)      Promega, Mannheim 
DNA Polymerasen: 
- Taq DNA Polymerase, 5 U/µl     Gibco/BRL, Eggenstein 
- Taq DNA Polymerase, 5 U/µl     AGS, Heidelberg 
Restriktionsendonukleasen: 
(BamHI, EcoRI, HaeIII, HindIII, PstI, PvuII)   AGS, Heidelberg 
         New England Biolabs 
RQ1 RNase-freie DNase      Promega, Mannheim 
rRNasin® Ribonuklease Inhibitor 40 U/µl    Promega, Mannheim 
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3.1.3. Nährmedien 
 




DMEM,         GibcoBRL, Eggenstein 
100 Einheiten Penicillin und 100 µg Streptomycin/ml 




Basalmedium mit Zusatz von 5% FKS    Sigma, Deisenhofen 
 




Casein  1% (w/v)      Merck, Darmstadt 
NaCl  1% (w/v)      Roth, Karlsruhe 
Hefeextrakt 0,5% (w/v)      Roth, Karlsruhe 
 
LB-Medium unter Zusatz von Ampicillin 
 
LB-Medium 




LB-Medium mit 15g/l Bacto-Agar 
Unter Zusatz folgender Substanzen nach  
Autoklavieren und Abkühlen auf 45-50°C: 
100µg/ml Ampicillin       Fluka, Deisenhofen 
2% X-Gal gelöst in Dimethylformamid, 0,8 ml/l   AGS, Heidelberg 
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PBS pH 7,4 
8,00 g NaCl 
0,20 g KCl 
0,24 g KH2PO4 
1,15 g Na2HPO4 x 2H2O   ad 1000 ml Aqua bidest 
 
3.1.4.1. Puffer für Elektrophorese von Nukleinsäuren in Agarose- und Polyacrylamid-
   Gelen 
 
TAE-Puffer (50x) 
242 g  Tris 
57,1 ml  Eisessig 
100 ml EDTA 0,5 M, pH 8,0  ad 1000 ml Aqua bidest 
 
TBE-Puffer (10x) 
121 g Tris 
3,72 g EDTA 
51,35 g Borsäure   ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
Probenlade-Puffer 
30  % (w/v) Glycerol 
0,25  % (w/v) Xylenzyanol FF 
1  mM   EDTA, pH 8,0 ad Aqua bidest. 
 
50 % (w/v) Glycerol 
0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
1 mM   EDTA, pH 8,0 ad Aqua bidest. 
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3.1.5. Lösungen 
 
0,1 % Diethylenpyrocarbonat (DEPC)-H2O 
1 ml DEPC     ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
Phenol (wassergesättigt) 
250  g  Phenol 
110  ml  Aqua bidst. 
0,1  % (w/v) Hydroxychinolin 
0,75 M Natriumcitrat-2-Hydrat-Lösung pH 7,0 
2 M Natriumacetat-Lösung pH 4,0 
3 M Natriumacetat-Lösung pH 5,6 
 
3.1.5.1. Lösungen für molekularbiologische Arbeiten 
 
3.1.5.2. Lösungen für die Aufreinigung von DNA 
 
NaI-Lösung 
90,8  g  NaI 
1,5  g Na2SO3   ad 100 ml Aqua bidest. 
filtrieren mit Whatman No. 1 (Na2SO3-Überschuß!) 
0,5 g  Na2SO3 erneut hinzusetzen 
 
New-Wash-Puffer 
95,2 ml  Aqua bidest. 
100,0 ml  Ethanol 
2,0 ml  NaCl 1M 
2,0 ml  Tris-HCl 1 M, pH 7,6 
0,8 ml EDTA 250 mM, pH 8,0 
 
3.1.5.3. Lösungen für die Plasmid-DNA-Isolierung (Minilysat-Methode) 
 
GTE-Lösung (Lösung 1) 
9,01 g Glukose 
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20 ml EDTA 0,5 M, ph 8,0 
25 ml Tris-HCl 1 M, pH 8,0 
0,2 % (w/v) Lysozym 
0,01 % (w/v) DNAse freie RNAse     ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
NaOH/SDS-Lösung (Lösung 2) 
8 g NaOH 
10 g SDS       ad 1000 ml Aqua bidest. 
 
5 M K-Acetat-Lösung pH 4,8 (Lösung 3) 
29,5 ml Essigsäure 
mit KOH Pellets auf pH 4,8 einstellen    ad 100 ml Aqua bidest. 
 
3.1.5.4. Lösungen für die Herstellung von Sequenzier-Gelen 
 
Sequenzier-Gel-Stammlösung 
240 g Harnstoff 
50 ml TBE (10 x) 
75 ml Rotiphorese 40 
 
Gebrauchslösung für 6%ige Sequenzier-Gele 
75 ml Sequenzier-Gel-Stammlösung 
37  µl  TEMED 




Acrylamid        Roth, Heidelberg 
Acrylease        Stratagene, Heidelberg 
Agarose        Peqlab, Erlangen 
Bacto-Agar        Difco, Detroit, USA 
Bind-Silane        Pharmacia, Freiburg 
Bisacrylamid (N,N’-methyl-bis-acrylamid)    Serva, Heidelberg 
Borsäure        Roth, Karlsruhe 
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Bromphenolblau       Merck, Darmstadt 
Chloroform (Trichlormethan)     Fluka, Deisenhofen 
Casein         Roth, Karlsruhe 
Diethylenpyrocarbonat      Roth, Karlsruhe 
Ethanol        Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid       Roth, Karlsruhe 
EDTA         Merck, Darmstadt 
Formaldehyd        Merck, Darmstadt 
Glycerol        Merck, Darmstadt 
Glycin         Roth, Karlsruhe 
Harnstoff        Roth, Karlsruhe 
Isoamylalkohol       Roth, Karlsruhe 
Isopropanol        Fluka, Deisenhofen 
Kaliumchlorid       Germed, Dresden 
Kaliumhydrogenphosphat      Merck, Darmstadt 
Kalziumchlorid       Roth, Karlsruhe 
N-Lauroylsarcosin       Serva, Heidelberg 
Magnesiumchlorid       Sigma, Deisenhofen 
2-Mercaptoethanol       Ferak, Berlin 
Natriumacetat        Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid       Roth, Karlsruhe 
Natriumcitrat        Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogenphosphat      Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid       Chemapol, Prag 
Phosphorwolframsäure      W. Plannet GmbH, Wetzlar 
8-Quinolinol        Fluka, Deisenhofen 
Rotiphorese® Gel 40       Roth, Karlsruhe 
Silica Matrix        Sigma, Deisenhofen 
SYBR Green I       Invitrogen, Niederlande 
Tris-(hydroxymethyl)-Aminomethan    Roth, Karlsruhe 
Trypsin        Difco, Detroit, USA 
Xylencyanol FF       Pharmacia, Freiburg 
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3.1.7. Radioaktive Substanzen 
 
Desoxyadenosin 5’-(α-35S) Thiotriphosphat    Hartmann Analytic, 
         Braunschweig 
 








RNeasy® Mini Kit       Qiagen, Hilden 
QIAamp® Viral RNA Mini Kit     Qiagen, Hilden 








T7-Sequencing™ Kit       Amersham Pharmacia 
         Biotech, Freiburg 
 
3.1.9. Sonstige Materialien 
 
Formvar/Kohle-Film       W. Plannet GmbH, Wetzlar 
(400 mesh Netzchen, 3,05 mm, Kupfer) 
 
t-RNA aus Kälberleber       Pharmacia, Niederlande 
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3.2. Methoden 
 
3.2.1. Methoden zur RNA-Gewinnung 
 
3.2.1.1. Virusgewinnung aus Zellkultur 
 
Die Kultivierung und die Vermehrung der permanenten Affennierenzelllinie MA-104 in 
Kulturmedium in 50 ml Gewebekulturflaschen (Greiner, Deutschland) erfolgten bei 37°C und 
5% CO2. Zur Zellvermehrung wurde der in den Flaschen entstandene Monolayer mit PBS 
gewaschen, trypsiniert und die Einzelzellen wurden in Kulturmedium aufgenommen und 
ausgesät. Die Infektion der Zellen (FUKUHARA et al., 1988) erfolgte durch Zugabe von 0,5 
ml Virus zu 2 ml Basalmedium und 10 µg Trypsin (Beeimpfungsmaterial). Die Zellen wurden 
1 Stunde bei 37°C im CO2-Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde das 
Beeimpfungsmaterial abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. 200 µl des 
Trypsin-behandelten Virus wurde 1 Stunde bei 37°C an die Zellen adsorbiert. Dann wurden 
die Zellen wieder mit PBS gewaschen und nach Zugabe von 5 ml Basalmedium mit 1µg/ml 
Trypsin pro Flasche bei 37°C im CO2-Brutschrank inkubiert, bis ein zytopathogener Effekt 
auftrat. 
 
Die auf diese Weise infizierten Zellen wurden zweimal gefroren und aufgetaut, 10 Minuten 
bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde gesammelt. 
 
3.2.1.2. Gewinnung von Organmaterial zur Virusanzüchtung 
 
Um Viren aus Organen isolieren zu können, wurde das Verfahren der sogenannten 
„Organanreibung“ angewendet. Dazu wurden ca. 100g des Organmaterials mit steriler Schere 
und sterilem Skalpell nach Abflammen der Organoberfläche aus dem Inneren des Organs 
entnommen und anschließend in einem Mörser mit einem Pistill unter Zugabe von ca. 1 ml 
PBS und sterilem Seesand mechanisch zerkleinert. Das Homogenat wurde in 
Zentrifugenröhrchen überführt und 5 Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert. Der so 
gewonnene Überstand wurde für die Virusanzüchtung in der permanenten Affenzelllinie MA 
104 verwendet (siehe 3.2.1.1.). 
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3.2.1.3. Probengewinnung zur Isolierung von Virus-RNA 
 
Von Läufern und Schlachtschweinen wurden bis zur Schlachtung bzw. der Tötung in 
regelmäßigen Abständen (mindestens 1 mal pro Woche) Kotproben genommen und eine 
5%ige Suspension mit PBS hergestellt. Diese wurden anschließend 30 Minuten bei 1500 
U/min zentrifugiert, der Überstand abgezogen und bei –80°C eingefroren. Aus diesen 
Überständen wurde die RNA isoliert. Im Rahmen der Virusdiagnostik wurden Kotproben 
verschiedener Spezies mit PBS in 5%ige Suspension gebracht. Diese wurden 30 Minuten bei 
1500 U/min zentrifugiert und aus dem Überstand die RNA gewonnen. 
 
Nach der Schlachtung bzw. der Tötung der Versuchsschweine wurden verschiedene Organe 
unter aseptischen Bedingungen entnommen (siehe 4.12.6). Diese Organe wurden mit sterilen 
Skalpellen und Scheren grob zerkleinert und etwa 10 g Organgewebe einzeln gekühlt 
transportiert. Mittels Glas-Teflon-Homogenisatoren wurden ca. 30 mg der Organproben in 
Lysispuffer homogenisiert. Das Homogenat wurde in ein Zentrifugenröhrchen überführt und 
30 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert. Aus diesen Überständen des Homogenats wurde die 
RNA isoliert. 
 
3.2.1.4. Extraktion der RNA 
 
Die Herstellung von reiner RNA ist die Voraussetzung für eine erfolgreiche RT-PCR. Das 
Hauptproblem bei der Extraktion ist der Abbau der RNA durch Ribonukleasen (RNasen). Die 
Proben wurden deshalb permanent auf Eis gekühlt, um die RNA-Degradation zu 
verlangsamen. Für die Extraktion der gesamtzellulären RNA aus Geweben wurde der 
RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden), für die Extraktion der RNA aus den Kotproben wurde 
der QIAmp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend den Protokollen des 
Herstellers verwendet. Diese RNA-Extraktionstechnologie verbindet die selektive 
Bindungsmöglichkeit von Nukleinsäuren an eine Silika-Gel-Membran mit der 
Isolationsgeschwindigkeit der „microspin“ („Säulen“-) Technik. Ein Hoch-Salz-Puffer 
ermöglicht bis zu 100 µg RNA, welche länger als 200 Basen ist, an eine Silika-Gel-Membran 
zu binden. Inhibitorische Substanzen werden dabei ausgewaschen und nach Trocknung der 
Säule wird die RNA in 30 µl sterilem und RNAse-freiem Wasser oder einem Elutions-Puffer 
(im Kit enthalten) eluiert. 
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3.2.2. Messung des RNA-Gehaltes 
 
Für die RNA-Messung wurde die im Elutions-Puffer gelöste RNA 1:100 in DEPC-
behandeltem Aqua bidest. verdünnt. Die Messung dieser verdünnten RNA-haltigen Lösung 
wurde in einem Spektralphotometer (DU®-64 der Firma Beckman, München) bei 
Wellenlängen von 260, 280 und 320 nm vorgenommen und mit einem Referenzwert von 
DEPC-behandeltem Aqua bidest. abgeglichen. Die RNA-Konzentration der jeweiligen Probe 
wurde nach der Formel von SAMBROOK et al., (1989) berechnet (siehe S. 60). 
 
3.2.3. Vermeidung von Kontaminationen 
 
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden die RNA-Isolierung, die Amplifizierung der 
Nukleinsäuren und die Analyse der Produkte in getrennten Räumen durchgeführt. Die zur 
Isolierung von RNA verwandten Glasgeräte und Bestecke wurden vor und nach Gebrauch 
chemisch gereinigt und anschließend autoklaviert. Eine Kontamination von Probe zu Probe 
wurde auf diese Weise ausgeschlossen. Für die Lagerung der Organ- und Kothomogenate und 
für die RNA-Isolierung wurden stets Einweg-Probengefäße benutzt. Isolierte RNA wurde bei 
–80°C, örtlich getrennt von PCR-Produkten, aufbewahrt. Einen großen Vorteil erbrachte der 
Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA mittels des QIAGEN® OneStep RT-PCR Kits, 
welches RT und PCR in einem Reaktionsgefäß vereinigt. Dazu wurde in die PCR-
Reaktionsgefäße die RNA pipettiert, die Denaturierung durchgeführt und danach alle zur 
Reaktion benötigten Reagenzien in Form eines „Prämixes“ hinzugegeben. Durch 
Verwendung von Reagenzien, Prämixen, Pipetten und Filterspitzen, die nur für die PCR 
benutzt wurden, wie auch durch den häufigen Wechsel von Einmal-Handschuhen zwischen 
den Arbeitsschritten, konnte das Auftreten von Kontaminationen verhindert werden. 
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3.2.4. Nachweis viraler RNA 
 
3.2.4.1. Auswahl von Primern für die RT-PCR 
 
Die Primer, kurze DNA-Moleküle von 16 – 36 Basenpaaren (bp) Länge, bilden durch 
komplementäre Anlagerung an die Ziel-Nukleinsäuren (RNA, DNA) die Voraussetzung für 
die enzymatische „Umschreibung“ bestimmter Abschnitte eines RNA-Moleküls in eine 
komplementäre DNA (cDNA) während der Reversen Transkription (RT), oder für die 
Amplifizierung bestimmter Abschnitte von DNA-Molekülen in der PCR. Deshalb sind die 
Primer einer der kritischen Parameter für eine erfolgreiche Amplifikation. Sie bestimmen 
maßgeblich Spezifität und Effizienz der Amplifikation und damit die Produktausbeute. Die 
verwendeten Primer P1 und P2 wurden mit Unterstützung der Software „MegAlign“ 
(DNASTAR, USA) mit Bindungsstellen auf dem Gensegment 6 von Rotaviren der Gruppe A 
in Bereichen mit einer hohen Homologie zwischen verschiedenen Spezies ausgewählt 
(GORZIGLIA et al., 1988, siehe Anhang A). Die Sequenzen der Primer wurden unter 
Berücksichtigung folgender Kriterien (RYCHLIK, 1993; DIEFENBACH et al., 1995) 
ausgewählt: 
 
1) Länge der Primer; 
2) Größe des zu amplifizierenden PCR-Produktes (zwischen 100-500 bp); 
3) G/C-Gehalt (zwischen 50% und 60%); 
4) Vergleichbare Schmelzpunkttemperatur der eingesetzten Primer; 
5) Vermeidung der Ausbildung intramolekularer Doppelstränge am 3’Ende. 
 
Da die Sequenz dieses Gensegmentes bei einer Vielzahl verschiedener Rotaviren von 
Säugetieren (TARLOW u. McCRAE, 1990) und z.T. auch bei aviären Rotaviren 
(ROHWEDDER et al., 1993; ITO et al., 1995) große Übereinstimmung aufweist, können 
durch die ausgesuchten Primer eine Vielzahl verschiedener Gruppe A-Rotaviren bei Mensch 
und Tier nachgewiesen werden. Die Anwendung der Primer P1 und P2 in der RT-PCR 
erzeugt ein 433 bp langes Fragment beim Wildtyp und ein 390 bp langes Fragment beim 
Kompetitor. Ein Kompetitor ist ein synthetisch hergestelltes RNA-Molekül, welches sich vom 
Wildtyp-RNA-Molekül durch eine gezielt eingefügte Deletion unterscheidet. Die 
Amplifikation des Kompetitors zeigt den ordnungsgemäßen Verlauf der Reaktion an und 
erlaubt eine Abschätzung der Zahl der in der Probe vorhandenen Nukleinsäure-Moleküle. Mit 
Material und Methoden 
- 36 - 
 
den zueinander partiell komplementären Primern P3 und P4 wurden 43 bp der 
Wildtypsequenz deletiert (siehe 4.3.1.1.). Die für die Nachweisreaktion und für die 
Herstellung des Kompetitors verwendeten Primer sind in der Tab. 2 zusammengefasst. 
 
 
Primer Nukleotidsequenz (5’-3’) Lokalisation٭
P1 AAGTAGCTGGATTTGATTATTC 589-611 
P2 GACTCACAAACTGCAGATTCAA 1022-999 
P3 TCCACTTCAACGTTATTCCAGCTGAATTGATCACTC 766-729 
P4 CAGCTGGAATAACGTTGAAGTGGA 786-809 
Die sich überlappenden Nukleotide der Primer P3 und P4 sind unterstrichen 
 ٭ GORZIGLIA et al., 1988 
Tabelle 2: Nukleotidsequenz und Lokalisation der Primer im Genomsegment 6. 
 
 
3.2.4.2. Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
 
Zum Nachweis von RNA-Molekülen im Untersuchungsmaterial mittels einer PCR ist es 
notwendig, dass diese durch das Enzym „Reverse Transkriptase“ in eine cDNA 
umgeschrieben werden. Diese cDNA dient als Grundlage für die weitere Amplifizierung 
mittels PCR. Die Menge der amplifizierten DNA und damit die Sensitivität des 
Nachweissystems ist u.a. abhängig von der Anzahl an spezifischen RNA-Molekülen im 
Ausgangsmaterial, von der Wahl optimaler Primer (siehe 3.2.4.1.) für die RT und die 
anschließende PCR und von der Verwendung eines optimalen enzymatischen 
Amplifizierungssystems. Wie in 3.1.4. beschrieben, wurde für den RNA-Nachweis der 
QIAGEN® OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Um die Doppelstrang-RNA 
(dsRNA) zu denaturieren, also in Einzelstränge zu überführen, wurde zu Beginn der Reaktion 
5,0-10 µl der isolierten RNA in 0,2 ml Reaktionsgefäßen auf einem Thermocycler (Hybaid 
Touch Down, Hybaid Limited, UK) 5 Minuten bei 95°C inkubiert und dann in flüssigem 
Stickstoff für 2 Sekunden schockgefroren. Anschließend wurden alle weiteren, für eine 
kombinierte RT und PCR benötigten Reagenzien in Form eines Prämixes hinzugegeben (siehe 
Tab. 3). 
Material und Methoden 






dNTP   (je 10 mM) 
sense primer  (100 pmol/µl)
antisense primer (100 pmol/µl)
RNase-Inhibitor (40 U/µl) 
5 x RT-PCR-Puffer 
Enzym-Mix* 
Template RNA (nicht im Prämix) 
Steriles H2O bidest. 
Total 
 2 µl 
 1 µl 
 1 µl 
 0,5 µl 
 10 µl 
 2 µl 
 5-10 µl 
 auf 50 µl 
 50 µl 
*Enzym-Mix: Omniscript™ und Sensiscript™ Reverse Transcriptase, HotStarTaq™ DNA Polymerase 
 
Tabelle 3: Komponenten des Prämixes für die QIAGEN® OneStep RT-PCR 
 
 
Die RT und die PCR wurden hintereinander ohne Unterbrechung durchgeführt. Zur 
Aktivierung der „hot start“ Taq DNA Polymerase wurde das Reaktionsgemisch für 15 
Minuten auf 95°C inkubiert. Der gesamte Reaktionsablauf mit den Reaktionsschritten und 
dem Temperaturprofil für die RT und die PCR ist in der Tab. 4 aufgeführt. 
 
 
1 Schritt RT 30 Min., 50°C 





15 Sek., 95°C 
30 Sek., 58°C 
1 Min., 72°C 
1 Schritt Extension 10 Min., 72°C 
 
        Tabelle 4: RT-PCR: Ablauf mit Temperaturprofil zum Nachweis  
              Rotavirus-spezifischer RNA 
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3.2.4.3. Modifizierung der RT-PCR 
 
3.2.4.3.1. ,,Real-time” RT-PCR 
 
Die „Real-time“ RT-PCR ist eine Modifikation der beschriebenen RT-PCR. Es ist eine 
Methode zur Analyse von PCR-Produkten schon während der Amplifikation. Noch während 
die Nukleinsäure amplifizert wird, werden die einzelnen Messwerte und Ergebnisse 
dargestellt. Die daraus resultierenden Vorteile sind die schnelle Verfügbarkeit der Ergebnisse 
und die reduzierte Kontaminationsgefahr bedingt durch das Arbeiten in einem geschlossenen 
System. Durch die Messung der Menge der entstandenen PCR-Produkte in jedem einzelnen 
Zyklus ist die Quantifizierung für jedes einzelne Reaktionsgefäß möglich. Im Gegensatz dazu 
erfordern die auf klassischen Äquivalenzpunkt-Bestimmung basierenden 
Quantifizierungsmethoden mehrere PCR-Ansätze für jede zu analysierende Probe. 
Analyseverfahren mit Hilfe von Agargel-Elektrophoresen und Restriktionsenzymen sind nach 
Start der Amplifikation nicht erforderlich, da Schmelzpunktanalysen eine Charakterisierung 
der entstandenen PCR-Produkte erlauben. In der vorliegenden Arbeit wurde der „Real-Time-
Cycler“ Rotorgene 2000® (Corbett Research, Australien) verwendet. Er stellt eine 
Kombination eines Fluorometers und eines „Thermo-Cyclers“ dar. Mit Hilfe dieses Gerätes 
wurde die Fluoreszenz während der Zyklen gemessen. Ein Computer, welcher mit dem „Real-
Time-Cycler“ verbunden war, sammelte die Fluoreszenzdaten und wandelte sie mit Hilfe 
eines Software-Programms in ein graphisches Format um. Die graphische Darstellung 
erlaubte eine Einschätzung der Amplifikation jeder einzelnen Probe in Bezug auf mitgeführte 
Standards, Positiv-oder Negativkontrollen. Die Analyse begann mit einem Abgleich der 
verschiedenen Hintergrundfluoreszenzen. Anschließend wurde ein sogenannter „Threshold“ 
gesetzt. Dieser, dargestellt als eine Linie, wurde dort gesetzt, wo die Amplifikationsrate 
während der exponentiellen Phase am größten ist. An dieser Stelle wurden die 
Fluoreszenzdaten analysiert. Die Färbung mit SYBR Green I (Invitrogen, Niederlande) wurde 
als Fluoreszenzfarbstoff für den Einsatz in der „Real-time“ RT-PCR etabliert. Alternativ zu 
eingesetzten sequenzspezifischen Hybridisierungssonden steht mit SYBR Green I ein 
sequenzunabhängiger Fluoreszenzfarbstoff zur Verfügung. SYBR Green I ist ein 
doppelstrang-spezifischer, DNA-bindender Fluoreszenzfarbstoff, der an die kleine Grube von 
Doppelstrang-DNA bindet (siehe Abb. 4). Obwohl SYBR Green I nicht sequenzspezifisch 
bindet, konnte seine Eignung zur Quantifizierung selbst bei sehr niedrigen Kopienzahlen 
nachgewiesen werden (MORRISON et al., 1998). Neben der universellen Verwendbarkeit 
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erlaubt SYBR Green I die Charakterisierung von PCR-Produkten mittels 
Schmelzpunktanalyse (RIRIE et al., 1997). Für den „Real-time“ RT-PCR-Ansatz wurden die 
gleichen 0,2 ml Reaktionsgefäße (siehe 3.2.4.2.) benutzt. Der Prämix (siehe 3.2.4.2.) wurde 
der denaturierten RNA zusammen mit SYBR Green I (1 µl einer 10 x Gebrauchslösung) 
zugegeben und die Reaktionsgefäße bei 50°C auf einen Heizblock gestellt. Nachdem alle 
Proben in gleicher Weise präpariert waren, wurden sie in den Rotor des Cyclers verbracht. 
Die RT und die PCR wurden unter den gleichen Bedingungen (Reaktionsschritte und 
Temperaturprofil, siehe 3.2.4.2.) durchgeführt. 
 






     SYBR Green (        ) bindet nicht   SYBR Green bindet an  
     an Einzelstrang-DNA. Die   Doppelstrang-DNA. Die 
     Intensität der Fluoreszenz ist  Intensität der Fluoreszenz (    ) 
     gering.     steigt an. 
  
 Abbildung 4: Fluoreszenzeigenschaften von SYBR Green I 
 
3.2.4.3.2. Schmelzpunktanalyse und Quantifizierung der entstandenen Amplifikate 
 
Um die Spezifität der entstandenen Amplifikate zu überprüfen, wurde eine 
Schmelzpunktanalyse der PCR-Produkte direkt nach der Amplifikation durchgeführt. Die 
PCR-Produkte schmelzen bei unterschiedlichen Temperaturen in Abhängigkeit der Zahl ihrer 
Basenpaare und ihres G/C-Gehaltes. Während dieses Vorganges fallen die Fluoreszenzsignale 
ab, da die dsDNA denaturiert und das SYBR Green I nicht mehr binden kann. Die 
gemessenen Schmelzpunkte sind analog zur Position der Banden in der Agarose-Gel-
Elektrophorese, sodass damit die Spezifität der Amplifikate bestimmt werden kann. Dazu 
wurden die PCR-Produkte im Rotorgene 2000® auf 95°C für 5 Minuten erhitzt und 
anschließend auf 65°C für 5 Sekunden heruntergekühlt. Anschließend folgte eine stetige 
Erhitzung auf 95°C (0,5°C/sec) bei kontinuierlicher Messung der Fluoreszenz. Die 
Schmelzpunkte der PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Rotorgene 2000©-Software  
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bestimmt. Um die Zielmoleküle einer Probe quantifizieren zu können, wurden bei jeder 
Untersuchung Standards eingesetzt. Dazu diente der Kompetitor, von dem mehrere 
Verdünnungsstufen bis zu einer Anzahl von 1 RNA-Molekül hergestellt wurden. Anhand 
dieser Standards mit bekannter RNA-Molekülmenge wurde mit Hilfe der Solftware eine 
Standardkurve gebildet. Die Messpunkte der zu quantifizierenden Proben wurden dann der 
Standardkurve angeglichen und die Anzahl von RNA-Molekülen bestimmt. 
 
3.2.5. Analytische Agarosegelelektrophorese 
 
Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Trennung, Größenbestimmung und Reinigung von 
Nukleinsäuremolekülen eingesetzt. Auf Grund ihres negativ geladenen Zucker-Phosphat-
Gerüstes bewegt sich DNA gerichtet im elektrischen Feld und lässt sich der Größe nach 
auftrennen. Dazu wurden je nach Größe der zu erwartenden Nukleinsäuremoleküle (Plasmid-
DNA, PCR-Produkte oder RNA) Gele mit einer Konzentration von 1-2 % Agarose in TAE- 
Puffer vorbereitet. Zu ca. 15 µl Probe wurde vor dem Auftragen ein Probenladepuffer 
gemischt, dessen Bromphenolblau-Front mit DNA-Molekülen einer Größe von ca. 650 bp und 
dessen Xylencyanolfront mit DNA-Molekülen einer Größe von ca. 100 bp wandert. Die 
Auftrennung der aufgetragenen Proben fand in Horizontalgelkammern bei einer Spannung 
von 100-150 V statt. Die Darstellung der elektrophoretisch aufgetrennten Nukleinsäuren 
erfolgte durch Färbung des Gels und damit der DNA mittels Ethidiumbromid (0,5 µg pro ml 
Gel) und die anschließende Betrachtung unter einer UV-Auswertungseinheit (Intas, 
Göttingen) bei einer Wellenlänge von 366 nm bzw. 254 nm. Ethidiumbromid interkaliert in 
die DNA und wird durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Zur Bestimmung der Größe der 
aufgetrennten Nukleinsäuren wurde mit den Proben ein sogenannter DNA-Längenstandard 
(siehe 3.1.2.5.), der aus verschiedenen DNA-Molekülen mit definierter Größe besteht, auf 
dem Gel mitgeführt. 
 
3.2.6. Spaltung von PCR-Produkten und Plasmiden mit Restriktionsenzymen 
 
Die Restriktionsenzymspaltung ist eine Methode, die aus analytischen Gründen zur 
sequenzabhängigen Charakterisierung von Nukleinsäuren und präparativ, z.B. zur Herstellung 
linearisierter Plasmide mit definierten Enden, eingesetzt wird. Dazu bedient man sich 
bakterieller Endonukleasen vom Typ II, die die Fähigkeit besitzen, doppelsträngige DNA 
sequenzabhängig spezifisch zu spalten. Die Restriktionsenzyme spalten die DNA, indem sie 
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die Bindung zwischen Phosphatgruppe und Desoxyribose hydrolysieren. Die 
Restriktionsenzym-Spaltung wurde im Rahmen der Vorbereitung von Plasmiden für die 
Klonierung durchgeführt und um die Spezifität von Produkten der RT-PCR zu zeigen. Für 
analytische Zwecke wurden 5-10 µg DNA in 13 µl Aqua bidest., 1,5 µl 
Restriktionsenzympuffer und 0,5 µl Restriktionsenzym angesetzt. Die Spaltung wurde bei 
37°C über mindestens 2 Stunden durchgeführt.  
 
3.2.7. Isolierung von Plasmiden und PCR-Produkten aus Agarose-Gelen (Gene clean) 
 
Mit dieser Methode konnte DNA einer bestimmten Größe aus einem Agarose-Gel 
aufgereinigt und von Kontaminationen (RNA, Primern, Ethidiumbromid und Salzen) befreit 
werden. Hierbei wird die Fähigkeit von Siliziumoxid (Silica-Matrix) genutzt, Nukleinsäuren 
innerhalb bestimmter pH-Wert-Grenzen zu adsorbieren (VOGELSTEIN u. GILLESPIE, 
1979). 20 µl DNA wurden durch Gelelektrophorese in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt 
und die DNA-Bande unter UV-Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 360 nm mit einem 
Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Das Gelstück wurde zerkleinert und in ein 1,5 
ml Eppendorfgefäß gegeben. Die DNA-haltigen Gelstücke wurden im dreifachen Volumen 
einer 6 M Natriumiodidlösung bei 55°C über 5-10 Minuten geschmolzen. Danach wurden 10 
µl resuspendierter Glasmilch (Silica-Matrix) hinzugegeben, der Inhalt des Reaktionsgefäßes 
gut gemischt und 10 Minuten auf einem Schüttler bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde das Gemisch bei 13000 U/min für 2 Minuten zentrifugiert, der Überstand 
dekantiert und das Silica-Pellet dreimal in 200 µl eiskaltem New Wash Puffer gewaschen. 
Nach erneutem Verwerfen des Waschpuffers wurde das Silica-Pellet bei 37°C über 15 
Minuten auf einem Heizblock getrocknet. Die Elution der an die Silica-Matrix adsorbierten 
DNA wurde durch Resuspension der Silica-Matrix in 20-50 µl Aqua bidest und 
anschließender Zentrifugation bei 15000 U/min über 5 Minuten durchgeführt. 10% des Eluats 
wurde durch eine Gelelektrophorese auf Größe und Reinheit der isolierten Fragmente 
kontrolliert. 
 
3.2.8. Klonierung von PCR-Produkten mit T/A Klonierung 
 
Die direkte Klonierung von PCR-Produkten kann über die „blunt end“ (glatte Enden) 
Klonierung erfolgen, die jedoch sehr ineffizient ist. Eine andere Methode für direktes 
Klonieren nutzt einen linearisierten Vektor, welcher einen einzelnen 3’-T Überhang besitzt 
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und PCR-Produkte (Inserts) mit einem einzelnen 3’-A Überhang akzeptiert. Dieses System 
wird als T/A Klonierung bezeichnet und nutzt die Extendaseaktivität verschiedener DNA-
Polymerasen aus (CLARK, 1988; HU, 1993). Die Extendaseaktivität wird definiert als die 
von der Zielsequenz unabhängige Addition eines einzelnen Nukleotids an das 3’ Ende eines 
PCR-Produktes (LEVIS, 1995). Bei Thermus aquaticus, Thermus flavus und Thermococcus 
litoralis ist dieses Nukleotid generell ein Adenosin (HU, 1993). Im Rahmen dieser Arbeit 
wurden bei den PCR-Produkten die Extendaseaktivität der Taq-Polymerase ausgenutzt, um 
ein einzelnes Thymin zu addieren (MARCHUK et al., 1991). Dadurch können alle PCR-
Produkte auch ohne Kenntnis der Nukleotidsequenz kloniert werden. Zu beachten ist, dass 
Taq Polymerasen mit 3’-5’ Exonukleaseaktivität (proofreading) keine 3’-Überhänge 
erzeugen. T/A Klonierungsvektoren sind auch von verschiedenen kommerziellen Anbietern 
erhältlich. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Klonierungen mit dem pCR® 2.1-TOPO 
Vector (Invitrogen, Niederlande) durchgeführt. Die Ligation und die Transformation erfolgten 
streng nach der Beschreibung des Herstellers. 
 
3.2.9. Plasmidpräparation (Minilysat-Methode)  
 
Die Plasmid-DNA wurde nach der Methode von BIRNBOIM u. DOLY (1979) u. 
BIRNBOIM (1983) isoliert, die besonders für die schnelle und kostengünstige Präparation 
von zirkulärer Plasmid-DNA geeignet ist. Sie erlaubt die vorrangige Isolierung von zirkulärer 
Plasmid-DNA gegenüber der linearen chromosomalen DNA. Die Trennung hochmolekularer, 
chromosomaler und zirkulärer, kovalent geschlossener Plasmid-DNA beruht auf dem 
unterschiedlichen Verhalten bei schneller Renaturierung. Nach alkalischer Denaturierung und 
rasche Denaturierung durch Absenken des pH-Wertes in den Bereich unter pH 10 renaturiert 
Plasmid-DNA schnell und bleibt löslich. Chromosomale DNA renaturiert dagegen nicht und 
fällt mit Proteinen als unlösliches Aggregat aus. Nach Zentrifugation wird die renaturierte, im 
Überstand enthaltene Plasmid-DNA in ein neues Gefäß überführt und mittels Ethanol 
präzipitiert. Bei der schnellen analytischen Präparation kleiner Mengen an DNA wird diese 
Technik als „Minilysat“-Methode bezeichnet. 1 ml einer über Nacht in LB (Amp) inkubierten 
Bakteriensuspension wurde bei 6000 U/min 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Bakterienpellet wurde nachfolgend in 100 µl Lösung 1 resuspendiert und 15 
Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte, zur alkalischen Denaturierung, die vorsichtige 
Zugabe von 200 µl Lösung 2 und eine weitere Inkubation bei 4°C für 5 Minuten. Nach 
Zugabe von 150 µl Lösung 3 und Inkubation für 30 Minuten auf Eis renaturierte die DNA und 
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wurde anschließend bei 13000 U/min 10 Minuten von der aggregierten DNA getrennt. Der 
plasmidhaltige Überstand wurde abgenommen und für 10 Minuten nach Zugabe von Ethanol 
bei –20°C präzipitiert. Die Plasmid-DNA wurde durch Zentrifugation für 20 Minuten bei 
15000 U/min pelletiert, bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in einem für die 
nachfolgenden Anwendungen (DNA-Sequenzierung, DNA-Klonierung) geeigneten Volumen 
Aqua bidest. gelöst. 
 
3.2.10. Charakterisierung rekombinanter DNA 
 
Durch die Auswahl geeigneter Vektoren und Bakterienstämme können die rekombinanten 
Bakterienklone mit verschiedenen Methoden selektiert werden. Die rekombinante DNA 
wurde mit einer Restriktionsenzym-Analyse beurteilt. 
 
3.2.10.1. Selektion durch Antibiotikaresistenz 
 
Durch die Verwendung von Bakterienstämmen und Vektoren mit Resistenzgenen kann durch 
die Zugabe der entsprechenden Antibiotika eine Selektion von Klonen durchgeführt und die 
Kontamination mit Fremdbakterien verhindert werden. Der verwendete Klonierungsvektor 
besitzt ein Ampicillinresistenzgen. Durch die Verwendung von LB-Medium mit Ampicillin 
war eine Selektion der Bakterienzellen mit Plasmid möglich. 
 
3.2.10.2. Selektion durch α-Komplementation (Blue-white screening) 
 
Die Bildung eines aktiven Enzyms (ß-Galaktosidase) aus zwei enzymatisch inaktiven und von 
unterschiedlichen Genen exprimierten Untereinheiten wird als α-Komplementation 
bezeichnet. Die ß-Galaktosidase spaltet Laktose in Galaktose und Glukose, akzeptiert aber 
auch chromogene Substrate wie X-Gal. Der verwendete Bakterienstamm aus dem pCR® 2.1-
TOPO Vector-Kit besitzt eine Deletion im lacZ-Gen, welches im sogenannten lac-Operon 
lokalisiert ist. Durch IPTG kann die Expression des lacZ-Gens induziert werden. Die Deletion 
im lacZ-Gen kann durch die vom lacZ’-Gen des Vektors kodierte Untereinheit des Enzyms 
komplementiert werden. Das so entstehende aktive Enzym kann X-Gal in einen blauen 
Farbstoff und Galaktose hydrolisieren. Die Bakterienzellen mit Vektor werden dadurch blau 
angefärbt. Durch die Insertion einer Fremd-DNA in das lacZ’-Gen des Vektors geht die 
Fähigkeit zur Komplementation und damit zur Bildung eines aktiven Enzyms verloren. Die so 
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entstehenden weißen Kolonien enthalten die in den Vektor inserierte Fremd-DNA. Die 
selektiven LB-Platten enthielten die für die Selektion der Klone notwendigen Substanzen. 
 
3.2.11. Sequenzierung von DNA 
 
3.2.11.1. Herstellung eines 6 %igen Polyacrylamid-Gels für die 
   Nukleinsäure-Sequenzanalyse 
 
Nach der Reinigung zweier Glasplatten für die Sequenzier-Gel-Elektrophorese wurde die 
größere mit Acrylease™, die kleinere mit Bind-Silane (5 ml Ethanol, 100 µl 10% Essigsäure, 
10 µl Bind-Silane) unter dem Abzug behandelt. Anschließend wurde mit 70 ml einer frisch 
hergestellten Gebrauchslösung (Rotiphorese® Gel 40) für 6 %ige Sequenzier-Gele unter 
Verwendung des Otter™-Gelgießsystems (PeqLab, Erlangen) das Sequenzier-Gel gegossen. 




Die Nukleotidsequenzen der zu analysierenden Genabschnitte wurden nach der 
Kettenabbruch-Methode von SANGER et al. (1977) bestimmt. Hier wird mit Hilfe einer 
DNA-Polymerase entsprechend einer Matrizen-DNA ein Tochter-DNA-Strang durch Einbau 
von markierten und nichtmarkierten Desoxynukleotiden (dNTPs) solange verlängert, bis ein 
2’,3’ Didesoxy-Nukleotid (ddNTP) eingebaut wird, welches einen Kettenabbruch bewirkt. 
Diesen sogenannten Stop-Nukleotiden (ddNTPs) fehlt eine 3’-OH Gruppe, die für die 
Kettenverlängerung notwendig ist. Für jede zu analysierende Sequenz werden 4 verschiedene 
Sequenzierungs-Reaktionen angesetzt, die sich durch das zugesetzte ddNTP unterscheiden. 
Durch den Einbau eines radioaktiv markierten dNTPs (α-35S-dATP) lassen sich die 
verschieden langen Ketten markieren und nach einer Gelelektrophorese und Autoradiographie 
als diskrete Banden sichtbar machen. Die Sequenz der DNA kann so direkt abgelesen werden. 
 
3.2.11.3. Sequenzierung mit T7-DNA-Polymerase 
 
Für die Sequenzierung wurde der „T7 Sequencing™ Kit“ (Amersham Pharmacia Biotech) 
verwendet. Dazu wurde von 6 ml Bakteriensuspension die Plasmid-DNA nach der Minilysat-
Methode gewonnen. Zur Denaturierung der doppelsträngigen DNA wurden 32 µl Plasmid- 
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DNA mit 8 µl 2 M NaOH gemischt und über 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Danach wurde die denaturierte DNA durch Zugabe von 7 µl 3 M Natriumacetat- Lösung (pH 
4,8) und 120 µl eiskaltem absoluten Ethanol für 15 Minuten bei –20°C gefällt und 
anschließend durch Zentrifugation bei 15000 U/min über 15 Minuten pelletiert. Vor der 
Trocknung des Nukleinsäure-Pellets bei Raumtemperatur wurden kontaminierende Salze 
durch Waschen mit 100 µl 70 %igem Ethanol reduziert. Zur Anlagerung des Primers wurden 
zu der in 10 µl Aqua bidest. gelösten Plasmid-DNA 2 µl Sequenzierprimer (1 µM) und 2 µl 
eines 5 x Annealing-Puffers hinzugegeben. Daraufhin wurde der Ansatz für 5 Minuten bei 
65°C, 10 Minuten bei 37°C und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die eigentliche 
Sequenzierungsreaktion erfolgte durch Zugabe von 3 µl Labelling-Gemisch (dNTPs), 2 µl 
T7-DNA-Polymerase (1:5 verdünnt in Verdünnungspuffer) und 1 µl (α-35S-dATP) mit 
anschließender Inkubation über 5 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Einleitung des 
sequenzspezifischen Kettenabbruchs wurde der Sequenzierungsansatz auf 4 verschiedene 
Reaktionsgefäße, in die 2,5 µl der jeweiligen Stop-Nukleotide (ddATP, ddCTP, ddGTP und 
ddTTP) vorgelegt waren, verteilt, gut gemischt und über weitere 5 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Die Sequenzierungsreaktion wurde anschließend durch Zugabe von 5 µl Stoplösung 
beendet. Bis zur Gel-Elektrophorese wurden die Proben bei –20°C in einem 
strahlungsgesichertem Behältnis aufbewahrt. 
 
3.2.11.4. Gel-Elektrophorese von Sequenzier-Gelen 
 
Zur Elektophorese wurde das Sequenziersystem S3S von OWL Scientific (PeqLab, Erlangen) 
genutzt. Vor der eigentlichen Auftrennung der Produkte von Sequenzierungsreaktionen wurde 
ein einstündiger Vorlauf (80 W) unter Verwendung von 1 x TBE-Puffer durchgeführt. 3 µl 
jeder Probe wurden in 2,5 µl Ladepuffer aufgenommen, über 5 Minuten bei 80°C denaturiert 
und anschließend auf das Gel aufgetragen. Unter Beibehaltung der Elektrizitätsparameter für 
den Vorlauf betrug die Laufzeit je nach Auftrennung und Lokalisation der zu sequenzierenden 
Nukleinsäurebereiche zwischen 90 Minuten und 7 Stunden. Nach dem Lauf wurde das 
Sequenzier-Gel für 10 Minuten in 10 %iger Essigsäure fixiert, durch 20-30minütiges 
ausgiebiges Spülen mit fließendem Wasser der Harnstoff ausgewaschen und anschließend 
etwa 20-30 Minuten getrocknet. 
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3.2.11.5. Autoradiographie 
 
Die Darstellung der Sequenzen wurde mittels Autoradiographie durchgeführt. Dazu wurde 
das Sequenzier-Gel in eine Röntgenkassette verbracht und ein T-MAT PLUS DG-Film (100 
NIF, 30 x 40 cm, Kodak) aufgelegt. Nach einer Strahlenexposition über mindestens 24 
Stunden wurde der Film entwickelt und ausgewertet. 
 
3.2.11.6. Auswertung der Nukleinsäure-Sequenzen 
 
Zur Auswertung der Nukleotidsequenzen wurde die Sequenzauswertungs-Software 
„Megalign“ der Firma DNAStar verwendet. 
 
 
3.2.12. In vitro-Transkription 
 
DNA-abhängige RNA-Polymerasen können von einer doppelsträngigen DNA in einem 
speziellen Vektor mit Bakteriophagenpromoter RNA synthetisieren. Die eingesetzte RNA- 
Polymerase verknüpft zugeführte rNTPs bei Anwesenheit von Mg2+-Ionen zu einer RNA. 
Derartige Polymerasen werden genutzt, um große Mengen RNA herzustellen. Diese 
synthetisierte RNA ist komplementär zu dem DNA-Strang, welcher unmittelbar unterhalb des 
Phagenpromotors liegt. Eingesetzt werden drei derartige von Bakteriophagen stammende 
Polymerasen: SP6, T3 und T7. In der vorliegenden Arbeit wurde die vom Bakteriophagen 
entstammende T7-RNA-Polymerase eingesetzt. Mit Hilfe der in vitro-Transkription wurde 
unter Verwendung der mit BamHI-linearisierten Plasmide pwt433 und pcomp390 die 
synthetischen RNAs wt433 und comp390 hergestellt. 5 µl der mit BamHI linearisierten DNA 
wurde in einem Reaktionsansatz, bestehend aus 2 µl den rNTPs, 10 µl 5 x Reaktionspuffer, 2 
µl T7-RNA-Polymerase, 2 µl RNasin, 5 µl DTT und 17 µl DEPC behandeltem Aqua bidest., 
bei 37°C für 30 Minuten transkribiert. Die Reaktion wurde durch eine Erwärmung auf 65°C 
gestoppt. Zur Herstellung von RNA ohne DNA-Kontamination wurde ein DNase-Verdau 
durchgeführt. Desoxyribonuklease (DNase) I ist eine Endonuklease, die DNA bevorzugt an 
Pyrimidinbasen (C und T) hydrolisiert. Die eingesetzte RQ1-DNase besitzt keine RNase-
Aktivität und wurde daher nach der in vitro-Transkription eingesetzt. 25 µl des 
Reaktionsansatzes aus der in vitro-Transkription wurden mit 2 µl DNase bei 37°C 15 Minuten 
inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine Erwärmung auf 65°C gestoppt. 
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3.2.13. Indirekter Erregernachweis 
 
3.2.13.1. Serumneutralisationstest (SNT) 
 
Mit Hilfe des SNT werden spezifische Antikörper im Blutserum nachgewiesen, die in der 
Lage sind, Virus in vitro und in vivo zu binden und dadurch seine Infektiösität für 
empfängliche Zellen aufzuheben. Bei der Rotavirus-Infektion treten neutralisierende 
Antikörper im Serum auf. Vorhandensein und Titerhöhe neutralisierender Antikörper sind im 
allgemeinen Ausdruck des Schutzes eines Organismus. Beim SNT wird Blutserum in einer 
geeigneten Verdünnung mit bekanntem zytopathogenem Virus gemischt. Im Serum 
vorhandene spezifische Antikörper binden und neutralisieren innerhalb einer bestimmten Zeit 
das Virus, so dass dieses nach Zugabe der Neutralisationsgemische zu einer empfänglichen 
Zellkultur nicht mehr zur Vermehrung kommt. Am Ausbleiben des CPE ist die positive 
Reaktion mikroskopisch ablesbar. Beim Fehlen spezifischer Antikörper tritt ein durch die 
Virusvermehrung verursachter CPE in gleicher Zeit und Stärke auf wie in mitgeführten 
Viruskontrollen. In der vorliegenden Arbeit wurden Blutseren der Versuchstiere mit dem SNT 
auf Vorhandensein neutralisierender Antikörper untersucht. Dazu wurde als Zellkultur die 
permanente Affenzelllinie MA-104 eingesetzt. Die Zellen wurden 24 Stunden vor dem Ansatz 
in Mikrotiterplatten angelegt. Zur Inaktivierung wurde das zu untersuchende Serum für 30 
Minuten bei 56°C inkubiert. Anschließend wurden für die Untersuchung 
Serumverdünnungsreihen von 1:2 bis 1:128 und eine Virusgebrauchsverdünnung von 100 
TCID50 in DMEM, mit Zusatz von 2%igem FKS angefertigt. Für den Ansatz wurden gleiche 
Mengen an Serumverdünnung (25 µl) und Virusgebrauchsverdünnung (25 µl) in 
Reagenzgläsern gemischt. Anschließend folgte eine Inkubation von 60 Minuten bei 37°C im 
CO2-Brutschrank, danach wurde das Medium vorsichtig von den Zellkulturen abgesaugt. 50 
µl des Virus/Serum-Gemisches wurden im Doppelansatz auf die Zellkulturen übertragen und 
wiederum 60 Minuten bei 37°C im CO2-Brutschrank inkubiert. Danach wurden 150 µl 
Zellkulturmedium (DMEM) in jede Kavität der Mikrotiterplatte gegeben. Es folgte eine 
Inkubation von 3-5 Tagen bei 37°C im CO2-Brutschrank, um dann das Testergebnis durch 
Ablesen des CPE zu beurteilen. 
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3.2.14. Elektronenmikroskopie 
 
Die Untersuchung erfolgte mit dem Negativkontrastierungsverfahren. 100 µl 
Zellkulturüberstand aus den in 3.1.1. aufgetauten Proben wurden auf einer Agarplatte (0,4% 
Bacto-Agar, 0,4% Agarose, 0,01% Natriumazid) mit einem Kupfernetz (mesh 400), 
beschichtet mit einem Formvar/Kohle-Film (Plannet GmbH, Wetzlar), für 10 Minuten 
bedeckt. Das Netz wurde zweimal mit PBS gewaschen und auf einen Tropfen 3% 
Phosphorwolframsäure (pH 6,5) auf staubfreiem Parafilm für 7 Minuten aufgelegt und 
anschließend im 45°-Winkel an Filterpapier getrocknet. Das Netz wurde in das 
Elektronenmikroskop (EM 900, Zeiss, Oberkochem) eingeschleust und bei einer 50000-bis 
80000 fachen Vergrößerung auf Rotaviruspartikel untersucht. 
Ergebnisse 






Die mit den SA-11-, UK- und OSU-Rotavirusstämmen infizierten MA-104-Zellen zeigten ca. 
18 Stunden post infektionem einen CPE. Aus diesen Anzüchtungen wurden Zellkultur-
Überstände gewonnen, welche anschließend im Elektronenmikroskop auf das Vorhandensein 
von Rotaviren untersucht wurden (siehe Abb. 5). Die im Elektronenmikroskop als positiv 


















4.2. Entwicklung einer Reversen Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
 
Die PCR ist eine primervermittelte enzymatische in vitro-Amplifikation (Vermehrung) einer 
spezifischen DNA-Sequenz, die aus drei Schritten besteht: wiederholte Denaturierung, 
Annealing und Extension (ein Amplifikationszyklus) führt zu einer Anreicherung eines 
doppelsträngigen DNA-Fragments, welches von den beiden Primern begrenzt wird. Die 
amplifizierten DNA-Kopien werden durch die Größe des PCR-Produktes bestimmt, dessen 
Größe durch die Kenntnis der Nukleotidsequenz identifiziert wird. Durch Verwendung einer 
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eine cDNA umgewandelt, die dann in der PCR-Reaktion exponentiell vermehrt wird. Zur 
Untersuchung von Organen von Schweinen auf das Vorhandensein von Rotaviren stand eine 
RT-PCR-Methode zur Verfügung (BANGE, 1989), welche durch den Einsatz neuer Primer, 
neuer Methoden der RNA-Isolierung und Einsatz neuer Enzymsysteme in ihrer Sensitivität 
gesteigert werden sollte. Angesichts der zu erwartenden sehr geringen Mengen an Rotavirus-
spezifischen Nukleinsäuren in Organen von Schweinen erschien es notwendig, die bisherige 
RT-PCR zu optimieren.  
 
4.2.1. Isolierung viraler RNA aus infizierten Zellen 
 
Von dem in der elektronenmikroskopischen Untersuchung positiven Virusmaterial wurde die 
RNA isoliert. Dazu wurde eine Isolierungsmethode-Methode verwendet, mit der die Gesamt-
RNA aus einer Gewebeprobe extrahiert werden konnte. Zur Isolierung wurde ein 
kommerzielles System genutzt, das die Aufreinigung der RNA aus Geweben nach einer 
Guanidinium-Isothiozyanat-Lyse (GTC-Lyse) über eine Silikamembran erlaubte (siehe Kap. 
3.2.1.4.). Mit dieser Methode konnte auf enzymschädigende Chemikalien wie, z.B. Phenol, 
verzichtet werden. 
 
4.2.2. Auswahl der Primer P1 und P2 für die RT-PCR 
 
Aufgrund einer hohen Interspezies-Homologie im Gen-Segment 6 werden bei Auswahl 
geeigneter Primer die Mehrzahl der Gruppe A-Rotaviren erfasst. Die Amplifikation eines 
Teils des Gensegmentes 6 wurde eingesetzt, um geringste Mengen an Gruppe-A-Rotaviren 
verschiedener Spezies in biologischem Material nachzuweisen. Dazu wurden zwei Primer 
(siehe Tab. 2) ausgesucht (P1 und P2), welche ein 433 bp langes PCR-Produkt amplifizieren. 
Generell wird im Rahmen der Diagnostik für die Länge des in der PCR generierten Produktes 
ein Wert von 300 bp (DIEFFENBACH et al., 1995) angestrebt. Da jedoch die Entwicklung 
eines Kompetitors (siehe Kap. 4.3.1.1.) als Reaktionskontrolle und als Standard zur 
Quantifizierung Rotavirus-spezifischer RNA beabsichtigt war, stellt die Wahl des PCR-
Produktes mit 433 bp einen Kompromiss dar, der aus Gründen der besseren Dokumentation 
bewusst eingegangen wurde: beide PCR-Produkte (Wildtyp 433 bp, Kompetitor 390 bp) 
lassen sich nach einer Anfärbung mit Ethidiumbromid im Agarose-Gel wegen des 
Größenunterschiedes gut voneinander differenzieren (siehe Kap. 4.3.1.1.). Ausgesucht 
wurden die Primer nach einem Sequenzvergleich verschiedener Rotavirus-Stämme von 
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unterschiedlichen Spezies (siehe Anhang A). Durchgeführt wurde dieser mit Hilfe der 




Die ausgesuchten Primer wurden in der RT-PCR zum Einsatz gebracht. Als Substrat diente 
RNA aus infiziertem Zellkulturüberstand. Wie in 3.2.4.2. beschrieben, wurde die RT-PCR 
durchgeführt. Das Ergebnis war die Amplifikation von PCR-Produkten mit einer Länge von 
433 bp (siehe Abb. 6) 
 
 
       1          2 
 
Abbildung 6: Analytische Gel-Elektrophorese von RT-PCR-Produkten des 




2%iges Agarosegel nach Färbung 
mit Ethidiumbromid. 
λ HaeIII-DNA Standard (1), Rotavirus-
spezifische Wildtyp-DNA (433 bp) (2) 
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4.3.1. Bestimmung der Sensitivität 
 
4.3.1.1. In vitro-Herstellung einer Rotavirus-spezifischen Wildtyp-RNA (wt433-RNA) 
   und des Kompetitor-RNA-Standards (comp390-RNA) 
 
Zur Bestimmung der Sensitivität der neu etablierten RT-PCR wurde ein Rotavirus-
spezifischer Wildtyp-RNA-Standard und ein um 43 bp deletierter Rotavirus-spezifischer 
RNA-Standard (Kompetitor, Kontroll-RNA) konstruiert (siehe Abb. 7) und in vitro 
synthetisiert. Dazu wurde der Rinderrotavirus-Stamm UK eingesetzt. Beide Standards wurden 
nach der Synthese in größeren Mengen zur Feststellung der Empfindlichkeit des 
Nachweissystems in verschiedenen Verdünnungsstufen mit einer definierten Anzahl von 
Molekülen eingesetzt. Dabei erlaubt der Einsatz des Kompetitors (comp390-RNA) die 
Unterscheidung von Wildtyp-RNA und Kontroll-RNA und dient, wenn er den Proben im 
Rahmen der Nukleinsäurediagnostik zugesetzt wird, als Reaktionskontrolle. Für die in vitro-
Synthese (in vitro-Transkription) der beiden RNA-Moleküle wurden die zwei Plasmide 
pwt433 und pcomp390 hergestellt. Bei der Herstellung der Rotavirus-spezifischen 
Kompetitor-RNA wurde sich an dem von VAHLENKAMP et al. (1995) beschriebenen 
Verfahren für den quantitativen RNA-Nachweis des „feline immune deficiency virus“ (FIV) 
orientiert. Dazu wurden unter Verwendung der gesamtzellulären RNA, die aus 
Zellkulturüberstand isoliert wurde, zwei für die Klonierung geeignete PCR-Produkte, eines 
mit der rotavirus-spezifischen Wildtyp-DNA-Sequenz (wt433-DNA) (siehe Abb. 7) und das 
andere mit der um 43 bp deletierten Kompetitor-DNA (comp390-DNA) angefertigt. Die 
Konstruktion der comp390-DNA erfolgte über einen Zwischenschritt, bei dem anhand von 
Rotavirus-spezifischer Wildtyp-RNA unter Verwendung des Primerpaares P1 und P2 und des 
Primerpaares P3 und P4 (siehe 3.2.4.1.) zwei PCR-Produkte (Fragment ∆ PCR 1 und 
Fragment ∆ PCR 2) erzeugt wurden. Hierbei war das 3’-Ende des Fragments ∆ PCR 1 
teilweise komplementär zum 5’-Ende des Fragments ∆ PCR 2. Diese beiden entstandenen 
Fragmente wurden in einer weiteren PCR zum Einführen der 43bp umfassenden Deletion in 
Gegenwart der Primer P1 und P2 als Template zur Herstellung der Rotavirus-spezifischen 
Kompetitor-DNA verwandt. Hierdurch entstand ein PCR-Produkt mit 390 bp Länge. Die 
schließlich für die Klonierung eingesetzten PCR-Produkte des Wildtyps (wt433-DNA) und 
des Kompetitors (comp390) sind in Abb. 8 dargestellt. 
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A Amplifizierung der Rotavirus-spezifischen Wildtyp-DNA 
B Herstellung von zwei PCR-Produkten mit Hilfe der Primer P3 und P4, 




Deletion von 43 bp 
3’ 5’ 
3’ 5’
Abbildung 7: Übersicht über die einzelnen Schritte (A-D) zur   
  Konstruktion einer um 43bp deletierten Rotavirus- 
  spezifischen Wildtyp-DNA (comp390-DNA). 






























































C Fragmente ∆ PCR 1 und ∆ PCR 2 





D PCR mit Wildtyp-spezifischen Primern (P1 und P2) unter 
Verwendung von ∆ PCR1 und ∆ PCR2 
3’ 5’ 
Um 43 bp deletierte Rotavirus-spezifische 
Kompetitor-DNA 
Abbildung 7: Fortsetzung von vorheriger Seite 
5’ 3’ 5’ 
5’ 3’ 
∆ 43 bp 
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Abbildung 8: Analytische Gel-Elektrophorese der zur Herstellung von  




4.3.1.2. Darstellung der Spezifität der PCR-Fragmente 
 
Um die Spezifität der erhaltenen Amplifikate zu überprüfen, wurden die PCR-Produkte durch 
Restriktionsenzymspaltung (Abb. 9) überprüft. Außerdem wurden PCR-Produkte sequenziert 
(nicht dargestellt). Nach Restriktionsenzymanalyse mit dem Enzym PvuII wurden die 
vorausgesagten Spaltprodukte mit den Größen von 277 bp und 156 bp für die Wildtyp-DNA 
und 234 bp und 156 bp für die Kompetitor-DNA auf einem Ethidiumbromid-gefärbten 
Agarose-Gel dargestellt (Abb. 9). Die Sequenzierung ergab eine Übereinstimmung der 
Nukleotidsequenzen mit publizierten Sequenzbereichen ( nicht dargestellt). 
433 bp 
390 bp 
1       2       3 
2 % Agarose-Gel nach Färbung 
mit Ethidiumbromid 
comp390-DNA (1), wt433-DNA (2), 
λ HaeIII-DNA Standard (3) 
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Abbildung 9: Analyse von wt433-DNA (433 bp)  




4.4. Vorbereitung der PCR-Produkte für die Klonierung 
 
Die Linearisierung der Plasmide erforderte den Einsatz von Restriktionsenzymen. Diese 
sollten nur im Vektor schneiden, nicht aber im Insert. Damit sollte erreicht werden, dass das 
Plasmid nur an einer Stelle geschnitten werden konnte. Im pCR® 2.1-TOPO-Vektor befindet 
sich nur eine Schnittstelle für BamHI. Zu klären war nun, ob sich im Insert ebenfalls die 
Schnittstelle befand. Nur bei einem Fehlen dieser Schnittstelle wäre das Restriktionsenzym 
BamHI für die Linearisierung geeignet. Wie in Abb. 10 gezeigt, befindet sich in wt433-DNA 
(comp390-DNA-Analyse nicht dargestellt) keine BamHI-Schnittstelle. Somit war das 







    1        2         3        4        5          6 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid  
λ HaeIII-DNA Standard (1, 6), wt433-DNA unverdaut (2), 
wt433-DNA verdaut (3), comp390-DNA unverdaut (4), 
comp390-DNA verdaut (5)
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Abbildung 10: Vorbereitung der PCR-Produkte auf die Klonierung. BamHI- 






Durch Ligation der zwei PCR-Produkte, die die Wildtyp-DNA (433 bp) und die Kompetitor-
DNA (390 bp) repräsentieren, mit dem Vektor pCR® 2.1. TOPO, wurden die Plasmide 
pwt433 und pcomp390 hergestellt (siehe Abb. 11). Dazu wurden die Wildtyp-DNA und die 
Kompetitor-DNA 10 Minuten bei 72 °C mit Taq-Polymerase und 2,5 mM rNTPs inkubiert 
und anschließend in den Vektor ligiert. Nach der Transformation von Zellen und Kultivierung 
dieser über Nacht wurden beide Plasmide mit der Minilysat-Methode gewonnen. 
Anschließend wurden die beiden Plasmide auf ein 1%iges Gel aufgetragen, um die Qualität 
der gewonnen DNA zu überprüfen (siehe Abb. 12). Die Klone mit Insert wurden in 2 ml LB-
Medium (Amp) vermehrt und nach Zusatz von 15 % Glycerol bei –80°C eingefroren. 
Anschließend wurden pwt433-DNA und pcomp390-DNA mit BamHI linearisiert. Dazu 
wurden je drei Ansätze angefertigt (siehe Abb. 13). 
433 bp
1 2 3
2 % Agarose-Gel nach Färbung 
mit Ethidiumbromid 
wt433-DNA verdaut (1), wt433-
DNA unverdaut (2), λ HaeIII-
DNA Standard (3) 
Ergebnisse 







Abbildung 11: Schematische Darstellungder Plasmide pwt433 und pcomp390 
                         für die in vitro-Transkription 
 
              1     2       3 
 
  
Abbildung 12: Gel-Elektrophorese der Plasmide pwt433 und pcomp390 
wt433-DNA (433)bp 




1 % Agarose-Gel nach Färbung mit 
Ethidiumbromid 
λdV1/PAT-DNA Standard (1), pwt433-
DNA (2), pcomp390-DNA (3) 
Ergebnisse 







Abbildung 13: Gel-Elektrophorese der mit BamHI linearisierten Plasmid-DNA 
 
4.6. In vitro-Transkription der Plasmid-DNA 
 
Zur Herstellung Rotavirus-spezifischer Wildtyp- und Kompetitor-RNA wurde von den 
Plasmiden pwt433 und pcomp390 nach der Linearisierung mit einer T7-RNA-Polymerase 
RNA transkribiert (Abb. 14 für pwt433). Die Transkripte wurden anschließend einer DNase-
Behandlung unterzogen, um die Plasmid-DNA aus der RNA-Präparation zu entfernen. Der 
Erfolg der DNase-Behandlung wurde durch eine Gel-Elektrophorese kontrolliert (Abb. 14). 






Abbildung 14: Gel-Elektrophorese der Transkripte von pwt433 
 
1 % Agarose-Gel nach Färbung mit 
Ethidiumbromid 
λ HaeIII-DNA Standard (1), linearisierte 









1,5 % Agarose-Gel für RNA nach 
Färbung mit Ethidiumbromid 
pwt433-DNA vor DNase-Behandlung (1), 
pwt433-DNA nach DNase-Behandlung (2), 
λdV1/PAT-DNA Standard (3) 
Ergebnisse 




4.7. Bestimmung der Konzentration der Transkripte 
 
Zur Messung der RNA-Konzentration wurden für beide Präparationen Verdünnungen von 
1:100 hergestellt. Die jeweiligen RNA-Konzentrationen der Präparationen wurde dann nach 
der Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 266 nm mittels eines 









wt433-RNA 0,2418 0,2413 
comp390-RNA 0,2499 0,2501 
 
Tabelle 5: Ergebnisse der photometrischen RNA-Messung 
 
Die RNA-Konzentration, die in den einzelnen Präparationen enthalten war, wurde dabei mit 
Hilfe der aus zwei unabhängigen Messungen gemittelten optischen Dichte nach folgender 
Formel (SAMBROOK et al., 1989) berechnet (siehe Abb. 15): 
 
OD260 x 40 x Verdünnungsfaktor : 1000 = µg RNA/µl 
  40 = Konstante für ss-RNA 
 
 
1. Konzentration transkribierter RNA von pwt433-DNA 0,95 µg RNA/µl 
2. Konzentration transkribierter RNA von pcomp390-DNA 0.99 µg RNA/µl 
 
 Abbildung 15: Berechnung der RNA-Konzentration  
 
Anschließend wurden für die beiden Transkripte unter Verwendung der in Abbildung 16 
aufgeführten Formeln die Anzahl der RNA-Moleküle pro µg RNA berechnet. 
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 NA x mol-1 
      =   Anzahl 
Ntrans x Ø molare Masse   transkribierter 
   eines rNTPs g/Mol   Moleküle/ g (pro Gramm RNA) 
 
 Die Zahl in einem Mol enthaltener Moleküle beträgt: 
 NA = 6,023 x 1023 x mol-1 
 Der Zahlenwert NA bildet die Avogadro-Konstante 
 Ntrans = Anzahl der transkribierten Basen  
 Molare Masse eines rNTPs: 1 Mol rNTP = 330 g 
 
Abbildung 16: Formel zur Berechnung der Anzahl der RNA-Moleküle in den  
      hergestellten RNA-Präparationen (SAMBROOK et al., 1989) 
 
 
Für die Verwendung der hergestellten Transkripte wurden diese auf eine definierte 
Molekülzahl eingestellt (Abb. 17A und 17B). 
 
1. Moleküle wt433 pro µg RNA: 
1 mol = 6,023 x 1023 Moleküle/ml = 433 (nt) x 330 g/mol 
       = 1,43 x 105 g/mol 
 6,023 x 1023/mol : 1,43 x 105g/mol = 4,2 x 1018 Moleküle pro Gramm RNA 
              = 4,2 x 1012 Moleküle pro µg RNA 
2. Moleküle pro µl Präparation: 
Moleküle pro µg   x    Konzentration 
 4,2 x 1012/µg         x    0,95 µg/µl                   4.0 x 1012/µl 
3. RNA-Menge (µl), die 1013 Moleküle enthalten: 
x   1 µl 
1013 Moleküle  4,0 x 1012 Moleküle 
x = 2,5 µl  
 
Abbildung 17A: Berechnung des Volumens der RNA-Lösung (in µl),  
 die 1013 Moleküle von wt433 enthält 
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1. Moleküle comp390 pro µg RNA: 
1 mol = 6,023 x 1023 Moleküle/ml = 390 (nt) x 330 g/mol 
       = 1,29 x 105 g/mol 
 6,023 x 1023/mol : 1,29 x 105g/mol = 4,6 x 1018 Moleküle pro Gramm RNA 
              = 4,6 x 1012 Moleküle pro µg RNA 
2. Moleküle pro µl Präparation: 
Moleküle pro µg   x    Konzentration 
 4,6 x 1012/µg         x    0,99 µg/µl                   4.5 x 1012/µl 
3. RNA-Menge (µl), die 1013 Moleküle enthalten: 
x   1 µl 
1013 Moleküle  4,5 x 1012 Moleküle 
x = 2,2 µl  
 
Abbildung 17B: : Berechnung des Volumens der RNA-Lösung (in µl),  
       die 1013 Moleküle von comp390 enthält 
 
 
Die beiden Transkripte wurden als Stocklösungen bei –80°C eingefroren. Für die Ermittlung 
der Nachweisgrenze und für weitere Untersuchungen wurden die Transkripte in DEPC-
behandeltem Aqua bidest. bis zu einer Konzentration von einem Molekül pro µl verdünnt. In 
das Aqua bidest. wurden außerdem 100 ng/µl unspezifische t-RNA gegeben, um bei sehr 
niedrigen Verdünnungsstufen der Transkripte die statistische Wahrscheinlichkeit der 
Detektion zu erhöhen. 
 
4.8. Kompetitive Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
 
Für den Einsatz der hergestellten Kompetitor-RNA im Rahmen der Quantifizierung muß 
sichergestellt sein, dass beide Moleküle (Wildtyp-RNA und Kompetitor-RNA) während der 
RT-PCR mit gleicher Effizienz amplifiziert werden. Dieser Nachweis konnte experimentell 
erbracht werden, indem in Gegenwart einer konstanten Anzahl von Wildtyp-RNA-Molekülen 
verschiedene Mengen an Kompetitor-RNA-Molekülen amplifiziert wurden. Hierbei wurden 
eine um den Faktor 10 abnehmende Kompetitor-RNA-Konzentration (106-10 Moleküle/µl) 
jeweils einer konstanten Menge (103) Wildtyp-RNA hinzugegeben (siehe Abb. 18). Mit 
diesem Reaktionsansatz konnte die Effizienz einer Amplifikation von Wildtyp-RNA und 
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103 103 103 103 103 103 wt433-RNA 









Abbildung 18: Kompetitive RT-PCR.  
 
 
Bei dem Reaktionspartner mit der höheren eingesetzten RNA-Molekülmenge wurde das 
stärkere Signal festgestellt. Der Äquivalenzpunkt der Reaktion lag bei jeweils etwa 103 
Molekülen der eingesetzten Wildtyp- und Kompetitor-RNA. Im Bereich dieses 
Äquivalenzpunktes wurden beide RNAs mit nahezu gleicher Effizienz amplifiziert, ohne dass 
eine Zielsequenz bevorzugt vermehrt wurde. Damit kann der Kompetitor zur Quantifizierung 
eingesetzt werden. 
  1          2         3       4        5         6         7         8 
433 bp 
390 bp 
2% Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
Amplifikation von Wildtyp-RNA (wt433-RNA) und Kompetitor-
RNA (comp390-RNA) in einem Reaktionsansatz. In der Tabelle 
sind die Konzentrationen der Moleküle angegeben, welche in 
jeder Reaktion eingesetzt wurden. λ HaeIII-DNA Standard (1,8) 
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4.9. Bestimmung der Sensitivität  
 
Die einzelnen berechneten Verdünnungen von Wildtyp-RNA und Kompetitor-RNA wurden 
amplifiziert (Abb. 19) und in einem Agarose-Gel aufgetrennt. Die Endverdünnung von 107 









 Abbildung 19:  Verdünnung 1 von Wildtyp-RNA und Kompetitor-RNA auf 107 




Die in der ersten Verdünnungsreihe hergestellte Molekülmenge von 107 RNA-Molekülen 
wurde anschließend in einer Zehnerverdünnung bis auf 1 RNA-Molekül verdünnt. Die 
einzelnen Verdünnungsstufen wurden mit den Primern P1 und P2 amplifiziert und nach einer 
Agarose-Gel-Elektrophorese analysiert (Abb. 20 und 21). Bis zu einer Verdünnung von 10 
Molekülen waren Wildtyp-RNA und Kompetitor-RNA nachweisbar. 
1    2      3     4     5      6       7     8       9    10 
433 bp 
390 bp
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
λ HaeIII-DNA Standard (1,10), 1010 – 107 Wildtyp-Moleküle (2,3,4,5), 
1010 – 107 Kompetitor-Moleküle (6,7,8,9) 
Ergebnisse 
















 Abbildung 21: Verdünnung 2 von Kompetitor-RNA bis zu 1 Molekül/ Ansatz 
 
433 bp 
1      2       3         4       5       6      7       8       9       10 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
106 – 1 Wildtyp-Moleküle (1-9), λ HaeIII-DNA Standard (10) 
106    105    104    103    102    10     10      1        1 Molekülanzahl
  1        2       3        4        5      6      7       8        9       10 
106     105    104     103    102    10     10    1       1 
390 bp 
Molekülanzahl 
2 % Agarose-Gel für RNA nach Färbung mit Ethidiumbromid 
106 – 1 Kompetitor-Moleküle (1-9), λ HaeIII-DNA Standard (10) 
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4.10. Sequenzierung 
 
Die in den Vektoren klonierten PCR-Produkte wurden sequenziert. Die ermittelte Sequenz 
entsprach der veröffentlichten Basensequenz des Gensegmentes 6 von Rotaviren der Gruppe 
A (GORZIGLIA et al., 1988; TARLOW u. McCRAE, 1990). Die Bindungsbereiche der 
Primer P1 und P2 waren bei beiden Plasmiden vollständig erhalten. 
 
4.11. Modifizierung der RT-PCR 
 
4.11.1. ,,Real-time” RT-PCR 
 
Die entwickelte RT-PCR wurde zu einer „Real-time“ RT-PCR modifiziert. Bei 
herkömmlichen RT-PCR Methoden müssen für die Analyse der Amplifikate die 
Reaktionsgefäße, in denen die Amplifikation stattfindet, geöffnet werden. Dieser Vorgang 
beinhaltet immer die Gefahr einer „schleichenden“ Kontamination der Laborumgebung. 
Gemeint ist damit eine Akkumulation von PCR-Produkten in Laborräumen, die irgendwann 
PCR-Untersuchungen unmöglich machen. Die „Real-time“ RT-PCR bietet die Möglichkeit 
einer Analyse der PCR-Produkte ohne ein Öffnen der Reaktionsgefäße. Ein weiterer Grund 
für die Modifikation der bereits erstellten RT-PCR war die Tatsache, dass die Identifikation 
von PCR-Produkten immer eine subjektive Abschätzung von Bandenintensitäten beinhaltet. 
In der „Real-time“ RT-PCR wird die Menge an Amplifikationsprodukten über fluoreszierende 
Farbstoffe erfasst und mit Hilfe eines Computers ausgewertet. Dieser Vorgang bietet ein 
Höchstmaß an Reproduzierbarkeit. 
 
Der „Real-Time-Cycler“ Rotorgene 2000® (Corbett Research, Australien) ermöglichte es, die 
entwickelte RT-PCR vollständig an dieses Gerät zu adaptieren. So waren keine Änderungen 
des Reaktions- und Temperaturprofils nötig. Auch der eingesetzte Enzym-Kit konnte 
übernommen werden. Aufgrund des Rotorprinzips des Cyclers mussten allerdings die 
befüllten Reaktionsgefäße nach dem Schockgefrieren erst auf einem Heizblock bei 50°C 
inkubiert werden, bevor sie alle nacheinander in den Rotor verbracht wurden. Damit wurde 
ein hohes Maß an Konformität erreicht. 
 
In der „Real-time“ RT-PCR war es möglich, mit Hilfe von externen Standards die 
Quantifizierung der entstandenen Amplifikate durchzuführen. Als Standard wurde die 
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entwickelte Kompetitor-RNA eingesetzt. Dazu wurden Verdünnungsreihen der Kompetitor-
RNA vorgenommen. Die Kompetitor-RNA wurde auf 2 x 104 Moleküle (20000), 2 x 103 
Moleküle (2000) und 2 x 102 Moleküle (200) verdünnt. Mit diesen Kompetitor-RNA-












Abbildung 22: ,,Real-time” RT-PCR von Verdünnungen der Kompetitor-RNA 
Dargestellt sind die Fluoreszenzkurven der Standards (1, 2, 3)  
und die des Wassers 
 
Die Kompetitor-Verdünnungen wurden wie erwartet amplifiziert. Dies wurde durch den 
Anstieg der Fluoreszenzkurven deutlich. Bei der Wasserkontrolle (Grün) konnte keine 
Fluoreszenz, also keine Amplifikation verzeichnet werden. Bei diesem Versuch wurde 
Nr Farbe Name  Typ  Gegebene Konz. 
1   20000  Standard 20.000 
2   2000   Standard 2.000 
3   200   Standard 200 
4   Wasser NTC    
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außerdem deutlich, wie genau die Verdünnungsreihen eingestellt waren. Dies ist den 












Abbildung 23: Schmelzpunkt-Analyse der Kompetitor-RNA-Amplifkate 
 Dargestellt sind die Fluoreszenzkurven der Standards (1, 2, 3) 
 und die des Wassers. Der Pfeil gibt die ungefähre Temperatur an, 
 bei welcher die Amplifikate schmelzen 
 
 
4.11.2. Überprüfung der Spezifität der entstandenen PCR-Produkte 
 
Zur weiteren Analyse der PCR-Produkte wurde im Anschluss an die Amplifikation eine 
Schmelzpunkt-Analyse der entstandenen PCR-Produkte durchgeführt (Abb. 23). 
Nr Farbe Name  Typ  Gegebene Konz. 
1   20000  Standard 20.000 
2   2000   Standard 2.000 
2   200   Standard 200 
4   Wasser NTC    
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Die Analyse der Schmelzpunkte der entstandenen PCR-Produkte zeigte einen typischen 
Abfall der Fluoreszenz bei den Kompetitor-Verdünnungen (Abb. 23), welcher bei ca. 79°C 
lag. Hierbei wurde das in den Doppelsträngen interkalierte Fluoreszenzfarbstoff (SYBR 
Green I) bei der Denaturierung der Doppelstränge durch Erwärmung freigesetzt. Dies führte 
zu einem rapiden Abfall der Fluoreszenzkurven. Aus diesen Daten ließ sich der Schluss 
ziehen, dass es sich im Falle der Kompetitor-Verdünnungen um spezifische Amplifikate 
handelte. Im Gegensatz dazu zeigte die Fluoreszenzkurve des Wassers einen unspezifischen 
Verlauf und der typische Abfall der Kurve bei 79 °C konnte nicht beobachtet werden. Es 












Abbildung 24: Ableitung der Schmelzpunkt-Analyse der Kompetitor-Verdünnungen 
     Dargestellt sind die Fluoreszenzkurven der Standards (1, 2, 3) und  
     die des Wassers. Hierbei handelt es sich um eine negative Ableitung 
     der Kurven aus Abb. 23 
 
 
Mit Hilfe der Software konnte nun die Ableitung dieser Schmelzkurven dargestellt werden 
(Abb. 24). Die Abbildung 24 zeigt die negative Ableitung (-dF/dT) der Schmelzpunktkurven 
gegen die Temperatur. Es wurden hierbei die Temperaturpunkte dargestellt, bei denen die 
Nr Farbe Name  Typ  Peaks 
1  20000 Standard 80,1  
2  2000  Standard 80,3  
3  200  Standard 81,0  
4  Wasser NTC   
Peaks Neg 
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Amplifikate schmelzen (Peaks). Die Peaks der denaturierten Kompetitor-Amplifikate lagen 
alle sehr dicht beieinander, zwischen 80,1°C und 81°C. Die Fluoreszenzkurve der Wasser-
Kontrolle (Grün) hatte einen durch Primerdimere hervorgerufenen Peak, der nicht in diesem 
Bereich lag, sondern bis etwa 72°C. 
 
4.11.3. Analyse der entstandenen Amplifikate im Agarose-Gel 
 
Um eine visuelle Überprüfung der entstandenen Amplifikate durchzuführen, wurden die 
PCR-Produkte aus der „Real-time“ RT-PCR auf ein Agarose-Gel aufgetragen. Dieser 
Vorgang diente lediglich zur Absicherung während der Etablierung der Real-time RT-PCR 
(siehe Abb. 25) und sollte in den folgenden routinemäßigen Untersuchungen nicht mehr 
durchgeführt werden. Die Gründe dafür waren die bereits angesprochenen 









Abbildung 25: Agarose-Gel-Elektrophorese der entstandenen Amplifikate  
    aus der,,Real-time” RT-PCR 
 
390 bp 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
PCR-Produkte nach Amplifikation von 20000 Molekülen Kompetitor-RNA 
(20000), 2000 Molekülen Kompetitor-RNA (2000), 200 Molekülen 
Kompetitor-RNA (200) oder ohne RNA (neg). λ HaeIII-DNA Standard 
(Marker) 
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4.11.4. Überprüfung der Spezifität mittels Restriktionsenzymanalyse 
 
Die entstandenen „Real-time“ RT-PCR-Produkte wurden außerdem in einem 
Restriktionsenzymverdau mit PvuII auf ihre Spezifität überprüft. Das erwartete 
Bandenmuster, welches beim Verdau mit PvuII bei Kompetitor-RNA (234 bp und 156 bp) 
auftreten sollte, konnte nachgewiesen werden (nicht dargestellt). 
 
4.11.5. Darstellung einer Standardkurve zur Quantifizierung von Wildtyp-RNA 
 
Aus der Wildtyp-RNA-Verdünnung, in der 10 Moleküle enthalten waren, wurde im Doppel-
Ansatz eine „Real-time“ RT-PCR durchgeführt (Abb. 26). Diese sollten durch Analyse einer 






 Abbildung 26: ,,Real-time” RT-PCR von Wildtyp-RNA  
   Dargestellt sind die Fluoreszenzkurven zweier Wildtyp-RNA- 
  Verdünnungen (1, 2), sowie die von Standards (3, 4, 5) und 
  die des Wassers (6) 
 
Nr Farbe Name Typ  
1   wt 1   Sample   
2   wt 2  Sample   
3   5000   Standard 
4   500   Standard 
5   50  Standard 
6   H20   NTC   
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Sowohl bei der Kompetitor-RNA als auch bei der Wildtyp-RNA waren deutliche 
Fluoreszenzkurven erkennbar. Die Wasser-Kontrolle (Grün) zeigte hingegen keinen 
Fluoreszenzanstieg. Nach Beendigung der Amplifikation wurden die Molekülkonzentrationen 
der beiden Wildtyp-Proben berechnet (siehe Tab. 5). Für die Probe wt 1 wurde eine 















 Tabelle 5: Kalkulation der Molekülkonzentrationen 
        Bezeichnung siehe Abb. 26 
 
 
Anschließend wurde die Schmelzpunkt-Analyse und deren Ableitung für die amplifizierten 
Produkte durchgeführt (Abb. 27). Die Schmelzkurven zeigen den charakteristischen Abfall 
sehr deutlich. Auch wenn in der Probe wt 2 (Blau) nur sehr wenig PCR-Produkte gebildet 
wurden, ist doch ein deutlicher Abfall der Kurve erkennbar. Die Schmelz-Temperaturen 
(Peaks) der eingesetzten Proben liegen bei 80,5 – 83,1. 





1   1 wt  Sample    78 40,25 
2   2 wt Sample    40 42,57 
3   5000   Standard 5000 4274 21,5 
4   500   Standard 500 631 28,26 
5   50   Standard 50 48 37,3 
6   H20   NTC      
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Abbildung 27: Schmelzpunkt-Analyse und Darstellung der Ableitung  
      Dargestellt sind die Fluoreszenzkurven zweier Wildtyp-RNA- 
      Verdünnungen (1, 2), sowie die von Standards (3 ,4, 5) und 
      die des Wassers (6) 
Nr Farbe Name Typ  Peaks 
1 wt 1  Sample  81,6  
2 wt 2 Sample  83,1  
3 5000 Standard 80,7  
4 500  Standard 80,8  
5 50  Standard 80,5  
6 H20  NTC   
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Mit Hilfe des Computers wurde eine Standardkurve erstellt. Dabei wurde eine horizontale 
Linie, welche den „Threshold“ repräsentiert, eingefügt. Der „Threshold“ wurde auf dem 
Level der höchsten Amplifikationsrate während der einsetzenden exponentiellen Phase der 
Reaktion gesetzt. Die Überschneidungspunkte zwischen dem „Threshold“ und den 
Fluoreszenzkurven wurden für die Quantifizierung und damit für die Erstellung der 
Standardkurve verwendet (Abb. 28). 
 
 







 Abbildung 28: Darstellung der Standardkurve zur Quantifizierung von wt 1 




4.12.  Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA im Kot und Organen von Schweinen 
mit SPF-Status 
 
Im Rahmen geplanter Infektionsversuche des Bundesinstitutes  für gesundheitlichen 
Verbraucherschutz und Veterinärmedizin (BgVV) sollten Schweine nach zweiwöchiger 
Quarantäne mit Rotaviren und Influenzaviren infiziert werden. Diese Tiere wurden zur 
Untersuchung auf das Vorhandensein von Rotaviren außerhalb des Verdauungstraktes 
verwendet. Es handelte sich um 13 Tiere im Alter von ca. 9 Wochen der Rasse „Landrasse“ 
Die Standardkurve wird gebildet aus den CT-Werten der drei 
Kompetitor-RNA-Verdünnungen (50, 500, 5000), welche als blaue Punkte 
dargestellt sind. Die beiden Wildtyp-RNA-Proben sind als rote Punkte 




wt 1 wt 2 
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und hatten den Status „Spezifiziert-Pathogen-Frei“ (SPF). Dieser bezog sich auf die Freiheit 
der Tiere von Mycoplasmen und Salmonellen. Nach dem Transport und der Aufstallung 
dieser Tiere zeigten sich klinische Symptome in Form von Durchfall. Drei dieser Tiere 
entwickelten in der Folgezeit schwere Formen der Diarrhoe, dass sie aus Gründen des 
Tierschutzes euthanasiert werden mussten. Bei den übrigen Tieren konnten in der Folgezeit 
keine klinischen Symptome mehr nachgewiesen werden. Der Kot der euthanasierten 
Schweine wurde anschließend im Elektronenmikroskop auf mögliche Infektionserreger 
untersucht. Bei dieser Untersuchung konnten Rotaviren im Kot der Schweine nachgewiesen 
werden (nicht gezeigt). Aufgrund dieser Diagnose konnten die verbliebenen Schweine dem 
geplanten Infektionsversuch nicht mehr zugeführt werden. Zwecks Serumgewinnung wurden 
sie jedoch über 3 Monate im BgVV belassen. In dieser Zeit wurden wöchentlich Kotproben 
entnommen, welche mit Hilfe der RT-PCR auf das Vorhandensein von Rotaviren untersucht 
wurden. Nach diesen drei Monaten wurden die Schweine mit einer Überdosis Pentobarbital 
getötet. Unter aseptischen Bedingungen wurden den Tieren verschiedene Organe entnommen 
(siehe Kap. 4.12.6.). Diese Organe wurden ebenfalls auf das Vorhandensein von Rotaviren 
mit Hilfe der RT-PCR untersucht. 
 
4.12.1. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Kotproben mittels RT-PCR 
 
Insgesamt wurden 60 Kotproben (wöchentliche Kotprobennahme bei 10 Tieren über einen 
Zeitraum von 3 Monaten) in die Untersuchung einbezogen, um den Verlauf der 
Virusausscheidung dokumentieren zu können. Die RNA wurde aus dem Kotprobenmaterial 
vom 1. Entnahmetag isoliert (siehe 3.2.1.4.) und mit Hilfe der RT-PCR und der „Real-time“ 
RT-PCR untersucht. Es konnte in allen 10 Kotproben vom 1. Entnahmetag Rotavirus-
spezifische RNA nachgewiesen werden (Abb. 29). Hierbei wurde neben den zu 
untersuchenden Proben immer der Kompetitor mit 390 bp als Positivkontrolle eingesetzt. Die 
Verwendung des Kompetitors als Positivkontrolle hat den Vorteil, dass in den routinemäßigen 
Untersuchungen nie mit Wildtyp-RNA gearbeitet werden mußte. Damit konnte eine 
Akkumulation von Wildtyp-PCR-Produkten in der Laborumgebung vermindert und der 
Gefahr von Kontaminationen vorgebeugt werden. 
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Abbildung 29: Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA im Kot von SPF-Schweinen 
     mittels RT-PCR 
 
 
4.12.2. Überprüfung der Spezifität der PCR-Produkte 
 
Zur Überprüfung der Spezifität der entstandenen Amplifikate wurde das PCR-Produkt von 
Schwein 2 (Nr. 786, Spur 3 in Abb. 29) zur Analyse verwendet. Das PCR-Produkt wurde mit 
PvuII verdaut und der Ansatz auf ein Agarose-Gel aufgetragen (Abb. 30). Das erwartete 
Bandenmuster von 277 bp und 156 bp konnte nachgewiesen werden. Damit konnte bewiesen 
werden, dass es sich bei den amplifizierten Produkten in diesem Versuch um Rotavirus-
spezifische RNA vom Wildtyp handelte. 
  1     2     3   4      5    6    7     8    9   10  11  12  13 14 
433 bp 
390 bp 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
λ HaeIII-DNA Standard (1, 14), PCR-Produkte von Schwein Nr. 
785-794 (2-11), Kompetitorkontrolle (12), Negativkontrolle (13) 
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Abbildung 30: Restriktionsenzymanalyse der PCR-Produkte von Schwein 2  
(433 bp) mit dem Restriktionsenzym PvuII 
 
 
4.12.3. Quantifizierung der RNA in Kotproben mittels kompetitiver RT-PCR 
 
Zur Quantifizierung der im Kot enthaltenen Rotaviren wurde eine kompetitive RT-PCR 
durchgeführt. Hierbei wurde wiederum das PCR-Produkt von Schwein 2 ( Nr.786, Spur 3) zur 
Analyse verwendet. Die Kotprobe wurde aliquotiert und jedem Aliquot eine abnehmende 
Anzahl von Kompetitor-RNA hinzugefügt. Diese Gemische wurden anschließend in der 
kompetitiven RT-PCR amplifiziert. Nach der Amplifizierung wurde überprüft, in welchem 
Bereich sich der Äquivalenzpunkt befand. Dazu wurden die einzelnen PCR-Produkte auf ein 
Agarose-Gel aufgetragen (Abb. 31). Der Äquivalenzpunkt konnte zwischen 104 und 102 
ausgemacht werden. Die Konzentration von Virus-RNA im Kot wurde demnach auf 102 bis 





2 % Agarose-Gel nach Färbung mit 
Ethidiumbromid. 
λ HaeIII-DNA Standard (1), wt433-DNA 
unverdaut (2), wt433-DNA verdaut (3) 
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Abbildung 31: Kompetitive RT-PCR zur Quantifizierung der Rotavirus- 
    spezifischen-RNA in einer Kotprobe. 
 
 
4.12.4. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Kotproben mittels  
 „Real-time“ RT-PCR 
 
Nachdem die Funktionsweise der RT-PCR bei der Untersuchung der ersten Kotproben auf das 
Vorhandensein von Rotaviren überprüft wurde, wurden die Untersuchungen der Proben vom 
1. Entnahmetag und die übrigen Untersuchungen mit der „Real-time“ RT-PCR durchgeführt. 
Die Ergebnisse der „Real-time“ RT-PCR der Kotproben-Untersuchung vom 1. Entnahmetag 
stimmte mit denen der RT-PCR überein (Daten nicht gezeigt). 
 
Die Untersuchungen der Kotproben zur Untersuchung der Dauer der Rotavirusausscheidung 
bei den SPF-Schweinen ist in der Tabelle 6 dargestellt. Bei diesen Untersuchungen konnte bei 
allen Tieren im ersten Monat nach der Aufstallung eine Rotavirusausscheidung nachgewiesen 
werden. Am Anfang des Folgemonats konnte bei drei Tieren keine Rotavirusausscheidung 
beobachtet werden. Am Ende des Monats jedoch schieden die zwei Tiere, bei denen der 
Rotavirusnachweis negativ verlief, erneut wieder aus (Nr. 789 und 790). Es konnte bei diesen 
beiden Schweinen Rotaviren im Kot bis zum Ende der Untersuchung detektiert werden. Auch 
bei anderen Schweinen wurde diese rezidivierende Virusausscheidung beoachtet. Bei vier 
Schweinen jedoch konnten im letzten Monat keine Rotaviren im Kot nachgewiesen werden. 
433 bp 
390 bp
106 105 104 103 102 10 Zugefügte Anzahl 
von Kompetitor-
Molekülen 
2% Agarose-Gel nach Färbung 
mit Ethidiumbromid 
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785 + + - - + - 
786 + + + - - - 
787 + + + + + - 
788 + + + + - - 
789 + + - + + + 
790 + + - + + + 
791 + + + - - + 
792 + + + - + + 
793 + + + + - - 
794 + + + - - - 
 
 
Tabelle 6: Kotuntersuchung einer Schweineherde mit SPF-Status.  
      Dargestellt sind die Ergebnisse der Untersuchungen mittels RT-PCR 
      am Anfang und am Ende eines Monats 
  
 
4.12.5. Quantifizierung der Rotavirus-Genome in Kotproben mittels 
  „Real-time“ RT-PCR 
 
Mit Hilfe der „Real-time“ RT-PCR konnte durch Quantifizierung der Rotavirus-Genome in 
den Kotproben der Schweine im Verlauf der drei Monate eine stetige Abnahme der Anzahl 
der RNA-Moleküle nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Im 1. Monat nach der 
Aufstallung konnten Virusmengen entsprechend 107 RNA-Molekülen nachgewiesen werden, 
während am Ende des 3. Monats nur noch 10-1000 Rotavirus-Genome in den Kotproben 
detektiert wurden. 
+: positiver Nachweis -: negativer Nachweis 
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4.12.6. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Organproben mittels RT-PCR 
 
Von den SPF-Schweinen wurden folgende Organe mit der RT-PCR bzw. der „Real-time“ RT-
PCR auf das Vorhandensein von Rotaviren untersucht: Jejunum, Caecum, Colon, Leber, Milz, 
Lunge, Sklettmuskulatur, Lnn. mesenteriales, Lnn. lienales, Lnn. hepatici, Lnn. iliaci und 
Tonsillen. Die Proben wurden nach der Schlachtung einzeln extrahiert. Bei acht dieser Tiere 
konnte in keinem Organ genetisches Material von Rotaviren nachgewiesen werden (nicht 
dargestellt). Bei zwei Tieren allerdings (Nr. 789 und Nr. 792) konnte in folgenden Organen 
genetisches Material von Rotaviren gefunden werden (Tab. 7): 
 
 
Untersuchte Organe Tiernr. 789 Tiernr. 792 
Lnn. mesenteriales + + 
Lnn. iliaci - + 
Tonsillen + - 
Jejunum + - 
 
 Tabelle 7: Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Organen mittels 
      RT-PCR 
 
 
Der Nachweis genetischen Materials von Rotaviren in dem Schwein mit der Nummer 792 
mittels „Real-time“ RT-PCR ist in Abbildung 32 dargestellt. Im Darmbein- und den 
Mesenteriallymphknoten konnte Rotavirus-spezifische RNA nachgewiesen werden. Die 
kalkulierten Werte lagen bei 12 bzw. 22 RNA-Molekülen pro Ansatz. Die übrigen 
untersuchten Organe wiesen kein genetisches Material von Rotaviren auf. 
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Abbildung 32: „Real-time“ RT-PCR: Rotavirus-spezifische Amplifikate 
  in Organen des Schweines Nr. 792. 
    Dargestellt sind die Schmelzpunktkurven und die Ergebnisse der  
    Quantifizierung. 
 





1   Lnn. iliaci Sample    12  33,08 
2   Lnn. hepatici Sample    0  44,87 
3   Caecum Sample       
4   Colon Sample    0  44,73 
5   Lnn. mesenteriales Sample    22  31,29 
6   negativ   NTC       
7   comp 20000   Standard   20.000 20.818  11,13 
8   comp 2000   Standard   2.000 1.837  18,28 
9   comp 200   Standard   200 209  24,68 
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Der Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Organen des Schweines Nr. 789 mittels 
„Real-time“ RT-PCR ist in Abbildung 33 dargestellt. Hierbei wurde Rotavirus-spezifische 
RNA in der Tonsille, den mesenterialen Lymphknoten und im Jejunum vorgefunden. In der 
Abbildung 33 ist der Nachweis in Form eines Agarose-Gels dokumentiert, da die 
entstandenen Amplifikate anschließend in einem Restriktionsenzymverdau mit PvuII auf ihre 
Spezifität überprüft wurden. Bei dieser Untersuchung konnte das erwartete Bandenmuster 










Abbildung 33: RT-PCR-Produkte aus der „Real-time“ RT-PCR, 
  dargestellt im Agarose-Gel 






     1     2      3       4      5      6      7      8      9    10     11    12    13 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
λ HaeIII-DNA Standard (1,13), RT-PCR-Produkte aus Tonsille (2), Leber (3, 
unspezifisches Amplifikat), Milz (4), Lnn. mesenteriales (5), Lnn. iliaci (6), 
Caecum (7), Jejunum (8), Kompetitorkontrolle 20000 Moleküle (9), 
Kompetitorkontrolle 2000 Moleküle (10), Kompetitorkontrolle 200 Moleküle 
(11), Negativkontrolle (12) 
Ergebnisse 











 Abbildung 34:  Restriktionsenzymanalyse von Amplifikaten (433 bp) 
   aus Organen des Schweines Nr. 789 mit dem  
   Restriktionsenzym PvuII 
 
 
4.12.7. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA im Kot und Organen von 
  Mastschweinen 
 
Im Rahmen des Graduiertenkollegs „Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ wurden 
Mastschweine nach Belastungssituationen geschlachtet und anschließend untersucht. In einer 
interdisziplinären Zusammenarbeit sollten physiologische, pathologisch-anatomische, 
immunologische, lebens- und fleischhygienische, bakteriologische, virologische sowie 
ethologische Fragestellungen bearbeitet werden. Ziel war es festzustellen, ob eine Belastung 
der Tiere (u. a. durch den Transport) Auswirkungen auf die Produktqualität hat und ob durch 
eine Translokation pathogener Erreger ein Risiko für die Gesundheit des Verbrauchers 
besteht. 
 
4.13. Tierversuch mit Mastschweinen 
 
40 männliche, kastrierte Schweine im Alter von 8 Wochen wurden für einen 
Belastungsversuch aufgestallt. Neben einer Kontrollgruppe wurden 24 Tiere experimentell  




2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
λ HaeIII-DNA Standard (1,8), RT-PCR-Produkte von Tonsille, unverdaut 
(2), Tonsille, verdaut (3), Lnn. mesenteriales, unverdaut (4), Lnn. 
mesenteriales, verdaut (5), Jejunum, unverdaut (6), Jejunum, verdaut (7) 
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mit einem multiresistenten Salmonella typhimurium DT-104-Stamm infiziert. Als 
nichtinfizierte Kontrollgruppe wurden zwei Gruppen mit jeweils 8 Tieren mitgeführt, von 
denen eine Gruppe vor der Schlachtung eine Transportbelastung erfuhr, die zweite wurde 
unbelastet geschlachtet. Die Tabelle 8 zeigt die Anzahl der in den Versuchs- und 
Kontrollgruppen verwendeten Tiere, die Infektionsdosis und die Art der Belastung. Nach der 
Infektion sollten die Tiere täglich untersucht und die klinischen Parameter 
Allgemeinbefinden, Futteraufnahme, Auftreten von Durchfall und Erbrechen sowie die innere 
Körpertemperatur dokumentiert werden. Kotproben sollten einmal bzw. zweimal wöchentlich 
entnommen werden, um die Ausscheidung von Salmonellen zu bestimmen. Schließlich 
sollten die Schweine vier Wochen nach der Infektion getötet werden, um die Organe auf ihren 
Gesamtkeimgehalt zu untersuchen. Direkt vor der Tötung sollten die Tiere der 
Versuchsgruppe 1 und der Kontrollgruppe 1 für mehrere Stunden transportiert werden. 
 
 
Gruppe Anzahl der Tiere Orale Infektionsdosis * Belastung 
Versuch 1 12 1011 KbE/Tier Transport 
Versuch 2 12 1011 KbE/Tier Keine 
Kontrolle 1 8 - Transport 
Kontrolle 2 8 - Keine 
 
 Tabelle 8: Versuchsaufbau des Belastungsversuchs mit Mastschweinen 
         *: mit Salmonella typhimurium DT-104 
 
 
Am Tag der Aufstallung zeigten einige der Tiere leichte Krankheitssymptome, charakterisiert 
durch gestörtes Allgemeinbefinden und leichten Durchfall. Aus diesem Grund wurde der 
Versuch um eine Woche verschoben. Bei Versuchsbeginn konnten bei keinem Tier mehr 
Krankheitssymptome festgestellt werden. Die Schweine des Versuches 1 und der 
Kontrollgruppe 1 wurden dann für die virologischen Untersuchungen herangezogen. 
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4.13.1. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Kotproben 
 
Es wurden Kotproben der oben genannten Tiere (insgesamt 20) vom Tag der Einstallung in 
wöchentlichen Abständen bis zu ihrer Schlachtung entnommen. Einzeln wurde die RNA aus 
den Proben extrahiert und in der RT-PCR bzw. „Real time“ RT-PCR auf das Vorhandensein 
von Rotavirus-spezifischer RNA untersucht. Hierbei konnte bei zwei Schweinen eine 
Rotavirusausscheidung direkt nach der Aufstallung über 2 Tage nachgewiesen werden (nicht 
gezeigt). Zwei Wochen vor der Schlachtung konnte in keiner Kotprobe genetisches Material 
von Rotaviren nachgewiesen werden. Der Infektionsversuch mit Salmonella typhimurium 
hatte keinen Einfluss auf die Ausscheidung von Rotaviren: weder in der Versuchs- noch in 
der Kontrollgruppe konnten Rotaviren nach der Infektion mit Salmonellen im Kot 
nachgewiesen werden. 
 
4.13.2. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Organproben 
 
Die Tiere der Versuchsgruppe 1 wurden für mehrere Stunden transportiert und direkt danach 
geschlachtet. Die Kontrollgruppe 2 wurde dieser Belastung nicht ausgesetzt und direkt 
getötet. Der Belastungsversuch hatte keine Auswirkung bezüglich einer Rotavirusprävalenz in 
den einzelnen Organen. Die Organuntersuchungen sowohl der Kontrollgruppe als auch der 
Versuchsgruppe wurden mit negativem Ergebnis abgeschlossen. 
 
4.14. Indirekter Erregernachweis 
 
4.14.1. Serumneutralisationstest (SNT) 
 
Mit Hilfe des SNT (siehe 3.2.13.1.) wurden Blutseren der Tiere, die in die Untersuchungen 
einbezogen wurden, auf das Vorhandensein von neutralisierenden Antikörpern untersucht. 
Hierbei konnte in Seren der Schweine, welche aus dem im Kapitel 4.12. genannten SPF-
Bestand stammten, deutlich höhere Antikörpertiter nachgewiesen werden als in jenen, welche 
aus dem Mastbestand stammten. Die untersuchten Blutseren der Schweineherde mit SPF-
Status stammten von einer Blutprobenentnahme 2 Wochen nach der Aufstallung (Tab. 9). Bei 
dieser Untersuchung konnten Virustiter von bis zu 1:1024 nachgewiesen werden. Der 
niedrigste Titer lag in dieser Untersuchung bei 1:32. 
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Tiernr. RT-PCR- Ergebnis 
SNT-Ergebnis 
Titer 
785 +  1:64 
786 +  1:128 
787 +  1:1024 
788 +  1:512 
789 +  1:512 
790 +  1:512 
791 +  1:32 
792 +  1:64 
793 +  1:32 
794 +  1:128 
 
  Tabelle 9: RT-PCR-Ergebnisse der Kotuntersuchungen  
      vergleichend zu den SNT-Ergebnissen (Titern) 
      der Blutuntersuchungen 2 Wochen nach der  
      Aufstallung der Schweineherde mit SPF-Status 
 
Demgegenüber standen die Antikörpernachweise bei den Mastschweinen. Den Tieren wurden 
während der Versuchsdauer in regelmäßigen Abständen Blutproben entnommen. Insgesamt 
wurden die Tiere zweimal auf neutralisierende Antikörpertiter mit Hilfe des SNT untersucht 
(Tab 10). Bei beiden Untersuchungen lagen die Antikörpertiter dieser Tiere im Allgemeinen 






Versuchstier  1  1:4  1:4 
  2  1:8  1:4 
  3  1:8  1:16 
  4  1:8  1:16 
  5  1:16  1:32 
  6  1:4  1:16 
  7  1:8  1:8 
  8  1:8  1:4 
  9  1:4  1:16 
  10  1:16  1:8 
  11  1:4  1:4 
  12  1:8  1:16 
Kontrolltier 1  1:8  1:8 
  2  1:16  1:4 
  3  1:4  1:16 
  4  1:8  1:16 
  5  1:16  1:32 
  6  1:8  1:8 
  7  1:4  1:16 
  8  1:16  1:16 
 
       Tabelle 10. SNT-Ergebnisse (Titer) von 2 Blutuntersuchungen der 
     Mastschweineherde 
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4.15. Direkter Erregernachweis durch Anzüchtung 
 
Die in den Organen der SPF-Schweine nachgewiesenen Genomabschnitte des VP6 von 
Rotaviren waren ein erster Hinweis auf Translokation von Rotaviren in Organe außerhalb des 
Verdauungstraktes. Die Ergebnisse jedoch ließen den Schluss, es könnte sich um infektiöses 
Virus handeln, nicht zu. Um nachweisen zu können, dass es sich in den Organen und 
Geweben, in denen Rotavirus-spezifische RNA nachgewiesen wurde, um intakte und 
infektiöse Rotaviren handelt, wurde ein Anzüchtungsversuch mit 3 Blindpassagen 
unternommen. Dazu wurde das Verfahren der Virusanzüchtung (siehe 3.2.1.2.) mit Hilfe der 
permanten Affenzelllinie MA 104 angewendet. Als Positivkontrolle wurde der Stamm 
JE4765B5 eingesetzt. 
Folgende Organe und Gewebe, in denen das genetisches Material von Rotaviren detektiert 
wurde, wurden für die Anzüchtung verwendet: 
1. Lnn. mesenteriales (Schwein Nr. 789), 
2. Lnn. iliaci(Schwein Nr. 792), 
3. Tonsille (Schwein Nr. 789), 
4. Jejunum (Schwein Nr. 789). 
Die Monolayer wurden nach drei und nach fünf Tagen mit Hilfe des Mikroskops auf die 
Ausbildung eines CPE untersucht. Bei keinem der Anzüchtungsversuche von Rotaviren 
konnte ein CPE nachgewiesen werden. Damit konnte der Nachweis, dass es sich bei den 
Positivbefunden aus der RT-PCR um infektiöse Rotaviren in Organen und Geweben handelte, 
nicht erbracht werden. 
 
4.16. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Stuhlproben von Menschen und  
         in Kotproben verschiedener Tierspezies  
 
Humane Stuhlproben und animale Kotproben verschiedener Spezies wurden mit Hilfe der 
RT-PCR bzw. der „Real-time“ RT-PCR auf genetisches Material von Rotaviren getestet, um 
die Funktionsweise der Methode auch bei anderen Spezies als bei Schweinen demonstrieren 
zu können.  
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4.16.1. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Stuhlproben von Menschen 
 
Mit der entwickelten RT-PCR wurden humane Stuhlproben auf das Vorhandensein 
genetischen Materials von Rotaviren untersucht. Dazu wurden Stuhlproben einer Mutter und 
ihres Kindes im Alter von 6 Jahren untersucht. Die Mutter und ihre Tochter litten ca. 4 Tage 
an starken Durchfällen mit stark gestörtem Allgemeinbefinden und Erbrechen. In den 
Folgetagen schwächten sich diese Symptome deutlich ab. Am 9. Tag nach Auftreten der 
Symptome konnte man von einer Genesung der beiden Personen sprechen. Aufgrund des 
Verdachtes einer Infektion mit Rotaviren gelangten die Stuhlproben der Mutter und des 
Kindes vom 5. Erkrankungstag und vom 12. Tag post infectionem in das Institut für 
Virologie. Leider waren keine Stuhlproben dieser Personen über einen längeren Zeitraum zu 
bekommen. Die vier eingesandten Stuhlproben wurden mit Hilfe der RT-PCR auf Rotavirus-
spezifische RNA untersucht.  
In den Stuhlproben des 5. Erkrankungstages von Mutter und Kind konnte genetisches 
Material von Rotaviren nachgewiesen werden. In der Stuhlprobe des Kindes vom 12. Tag 
nach Auftreten der Symptome konnte ebenfalls Rotavirus-spezifische RNA detektiert werden, 









Abbildung 35: Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA im Stuhl eines 
                         Kindes und dessen Mutter mittels RT-PCR 
 
433 bp 390 bp 
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
Darstellung von RT-PCR-Produkten von der Stuhlprobe Kind vom 5. Tag p.i. (1), 
Stuhlprobe Kind vom 12. Tag p.i. (2), Stuhlprobe Mutter 5. Tag p.i. (3), Stuhlprobe 
Mutter 12. Tag p.i. (4), Negativkontrolle (5), Kompetitorkontrolle 20000 Moleküle (6), 
λ HaeIII-DNA Standard 
1 2 3 4 5 6 7
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4.16.2. Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in Kotproben verschiedener 
  Tierspezies 
 
Für diese Untersuchung wurden Kotproben auf das Vorhandensein Rotavirus-spezifischer 
RNA untersucht, welche im Rahmen der Durchfalldiagnostik in das Institut für Virologie 
eingesandt wurden. Nach der Isolierung der RNA wurde mit diesen Proben eine RT-PCR 
durchgeführt. Dabei konnte zweifelsfrei neben Schweinen auch bei Rindern, Kaninchen und 
bei Pferden genetisches Material von Rotaviren im Kot nachgewiesen werden (Abb. 36). In 
diese Untersuchung wurden auch Kotproben von Seebären aus dem Leipziger Zoo 
einbezogen. In diesen konnte keine Rotavirus-spezifische RNA nachgewiesen werden (Spur 
9-10, Abb. 36). Mit Hilfe des Restriktionsenzymverdaus mit PvuII konnte die Spezifität aller 










Abbildung 36: Nachweis von Rotavirus-spezifischer RNA in  
 Kotproben verschiedener animaler Spezies mittels RT-PCR 
 
 
Mit dieser Untersuchung konnte der Vorteil der RT-PCR dargestellt werden, einen Teil des 
Gensegment 6 zu amplifizieren, welcher eine hohe Interspezieshomologie aufweist. Aufgrund 
dessen war es möglich, humane Rotaviren und Rotaviren verschiedener Tier-Spezies sicher 
nachweisen zu können. 
433 bp
390 bp
2 % Agarose-Gel nach Färbung mit Ethidiumbromid 
Darstellung von RT-PCR-Produkten aus Kotproben von Schweinen 
(1,2), Kotproben von Rindern (3,4), Kotproben von Kaninchen (5,6), 
Kotprobe vom Pferd (8), Kotproben von Seebären (9,10), 
Negativkontrolle (11), separate Kompetitor-Kontrolle (2000 Moleküle), 
λ HaeIII-DNA Standard (1,13) 
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5. Diskussion 
 
Im Graduiertenkolleg „Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig sollten in interdisziplinärer 
Zusammenarbeit Erkenntnisse zum Verhalten transportbelasteter Schlachtschweine in Bezug 
auf bakterielle und virale Translokationsprozesse erarbeitet werden. Es wurden Mastschweine 
aus herkömmlichen Mastbetrieben definierten Belastungssituationen ausgesetzt, geschlachtet 
und untersucht. Dabei sollten physiologische, pathologisch-anatomische, immunologische, 
lebensmittel- und fleischhygienische, bakteriologische, virologische sowie ethologische 
Fragestellungen bearbeitet werden. Ziel war es festzustellen, ob eine Belastung der Tiere (u.a. 
durch den Transport) Auswirkungen auf die Produktqualität hat und ob durch eine 
Translokation pathogener Erreger ein Risiko für die Gesundheit des Verbrauchers besteht. 
 
Im Teilprojekt des Institutes für Virologie wurde untersucht, ob virale Infektionen von 
Schlachtschweinen unter der Problematik der Belastung ein mögliches Infektionsrisiko für 
den Menschen darstellen. 
 
Untersuchungen zu Viruskontaminationen in Lebensmittel sind nur spärlich zu finden und 
enthalten oft widersprüchliche Aussagen über die Bedeutung von Kontaminationen in 
Lebensmitteln und deren Auswirkungen auf die Gesundheit der Verbraucher. Nach SINELL 
(1994) sind diese fast bedeutungslos. Im Gegensatz dazu stehen Untersuchungen und Berichte 
aus den USA, in denen die Bedeutung einer viralen Kontamination von Lebensmitteln höher 
eingeschätzt wird (JAKUS, 1997; ANON., 1999b). Der Nachweis viraler Kontaminationen 
konzentrierte sich bisher hauptsächlich auf Untersuchungen von Muscheln und Austern 
(ATMAR et al., 1993, 1995; SHIEH et al., 2000). MEAD et al. (1999) zeigten, dass 
„Norwalk-like-Viren“, Rotaviren, Astroviren und Hepatitis-A-Viren die bedeutendsten 
Verursacher lebensmittelbedingter viraler Infektionen sind. Epidemiologische Studien mit 
Hilfe der PCR, durchgeführt an der Landesuntersuchungsanstalt für das Gesundheits- und 
Veterinärwesen Sachsen, weisen auf eine wachsende Bedeutung der Virusübertragung durch 
Lebensmittel hin (JAHRESBERICHT 2001). 
 
Infektionen mit Rotaviren sind dabei von besonderem Interesse, da sie, neben den „Norwalk-
like-Viren“, als die bedeutendsten Vertreter virusbedingter Durchfallerkrankungen des 
Menschen in Mitteleuropa angesehen werden (DESSELBERGER, 1995; PARASHAR et al.,  
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1997). Rotaviren können zwischen verschiedenen Tierarten wechselseitig übertragen werden 
(KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). Unter den Fachwissenschaftlern besteht Einigkeit 
darüber, dass Rotaviren von Tieren auf den Menschen übertragen werden können und somit 
ein Zoonosepotential haben (BISHOP, 1994; KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996; 
DESSELBERGER, 1997; RAMIG, 1997). Eine weitere wichtige Eigenschaft der Rotaviren 
ist ihre Fähigkeit, sowohl beim Menschen als auch beim Tier, subklinische und persistierende 
Infektionen zu erzeugen (PICKERING et al., 1988; ESTES, 1996). Wegen der Auslösung von 
Diarrhoen mit Ausscheidung großer Mengen an infektiösen Partikeln und nicht zuletzt wegen 
ihrer hohen Tenazität haben Rotaviren ihre kontinuierliche Übertragung und somit ihr 
Überleben gesichert. Dennoch gibt es Hinweise der Anwesenheit von Rotaviren in 
extraintestinalen Geweben, so z.B. in der Lamina propria mucosea, in den mesenterialen 
Lymphknoten, in der Niere, in den Gallengängen, im Gehirn und in der Lunge (CONNOR u. 
RAMIG, 1997). BROWN u. OFFIT konnten 1998 Rotavirus-Proteine in Makrophagen 
nachweisen, welche zu entfernten extraintestinalen Geweben migrierten. 
 
Ob persistierende Rotavirus-Infektionen beim Menschen für die Aufrechterhaltung einer 
schützenden lokalen Immunität verantwortlich sind oder ob diese durch den wiederholten 
Kontakt zu infizierten Organismen (Reinfektionen) – oder durch den Kontakt mit 
kontaminierten, unzubereiteten Lebensmitteln tierischer Herkunft – aufrecht erhalten wird, ist 
nicht bekannt (KHOSHOO et al., 1990; BHARDWAJ et al., 1996). Ebenfalls unbekannt ist 
der Ort einer solchen Viruspersistenz. Bekannt ist jedoch, dass persistierende Rotavirus-
Infektionen eine besondere Bedeutung haben, weil die Virusvermehrung immer wieder 
induziert werden kann und Erkrankungen deshalb wiederholt ausbrechen können 
(BHARDWAJ et al., 1996). Rotaviren können bei einer erneuten Virusvermehrung auch 
ausgeschieden werden, ohne dass es zu einer klinischen Manifestation kommen muss 
(BHARDWAJ et al., 1996). Eine solche „Reaktivierung“ kann durch interkurrierende 
Erkrankungen, Traumen, hormonelle Fehlsteuerung oder Immunsuppression ausgelöst werden 
(PEDLEY et al., 1984; EIDEN et al., 1985; OISHI et al., 1990), vor allem wird sie im 
Zusammenhang mit unterschiedlichen Belastungssituationen („Stress“) beobachtet.  
 
Bei den im allgemeinen niedrigen Konzentrationen von Krankheitserregern in Lebensmitteln 
und in Schlachttieren im Vergleich zu klinischem Material empfiehlt sich die Entwicklung 
und der Einsatz empfindlicher und spezifischer Nachweisverfahren (JAYKUS, 1997). Seit der  
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Entdeckung der Rotaviren wurden zahlreiche verschiedene Techniken entwickelt, um mit 
hoher Spezifität und Sensitivität Rotavirus-Infektionen nachweisen zu können. Es wurden 
serologische (ELISA), elektronenmikroskopische, virologische und, seit wenigen Jahren, auch 
molekularbiologische Verfahren eingesetzt. Um die in Lebensmitteln und Organen von 
Schweinen zu erwartenden niedrigen Konzentrationen von Rotaviren nachweisen zu können, 
müssen aufwendige Gewebekulturverfahren oder besser molekulare Amplifikationstechniken 
eingesetzt werden. 
 
Die Grenze des Nachweises von Rotaviren mit dem Elektronenmikroskop liegt bei 106 
Partikeln pro Gramm Fäzes (DESSELBERGER, 1995). Das Amplifikationsverfahren der 
Virologie ist die Anzüchtung und Kultivierung von Viren in der Zellkultur oder in der 
Gewebekultur. Dieses Verfahren hat neben dem sehr hohen Zeitaufwand auch den Nachteil, 
dass es aufgrund der toxischen Einflüsse des Probenmaterials auf die Zellen zu nicht 
auswertbaren Befunden führen kann. Ein anderer Nachteil beim Einsatz dieses Verfahrens 
liegt in der Eigenschaft der Rotaviren selbst: Die Kultivierung und Passagierung von nicht-
zell-adaptierten Rotaviren ist nach wie vor sehr schwierig (KAPIKIAN u. CHANOCK, 1996). 
Obwohl es Techniken für die Kultivierung von Rotaviren gibt, sind nicht alle Rotaviren der 
Gruppe A kultivierbar. 
 
Als Mittel der Wahl zum Nachweis sehr weniger Rotaviruspartikel steht jetzt die RT-PCR zur 
Verfügung. Mit dieser molekularbiologischen Nachweismethode ist es möglich, geringste 
Mengen an Rotavirus-spezifischer RNA nachzuweisen. SCHUNCK u. RZIHA zeigten 1994, 
dass die PCR für Untersuchungen an Lebensmitteln geeignet und den herkömmlichen 
Verfahren überlegen ist. In den Untersuchungen konnten sie mit Hilfe der PCR 
Pseudorabiesvirus in geringsten Konzentrationen (105 Viruspartikel/ g Wurst) aus 
experimentell kontaminierter Blutwurst isolieren und zeigen, dass auch extreme pH-Werte die 
Reaktion, im Gegensatz zur Virusisolierung, nicht beeinflussen. Neben der hohen Sensitivität 
und Spezifität ist ein weiterer großer Vorteil dieser Methode der relativ geringe Zeitaufwand 
und der hohe Probendurchsatz, der sich mit dieser Methode bewältigen lässt (SCHUNCK u. 
RZIHA, 1994). Außerdem ist die Methode der PCR durch Robotertechnik automatisierbar, 
sodass viele Proben gleichzeitig und standardisierbar untersucht werden können. Durch das 
Fehlen eines hochempfindlichen Nachweisverfahrens wurden bisher extraintestinale 
Rotavirus-Infektionen als unbedeutend erachtet, bzw. war es bisher einfach nicht möglich, 
diese Fragestellung zu beantworten. Durch die Verfügbarkeit der RT-PCR als ein spezifisches  
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und extrem sensitives Nachweisverfahren erscheinen sie unter dem Aspekt der 
„Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ jetzt jedoch in einem anderen Licht. 
 
In der Vergangenheit wurden verschiedene RT-PCR-Verfahren zum Nachweis von Rotaviren 
der Gruppe A entwickelt, die das Gensegment 6 amplifizieren (WILDE et al., 1991 und 1992; 
CHINSANGARAM et al., 1993; WINIERCZYK et al., 1994; GRINDE et al., 1995 u. 
HUSAIN et al., 1995). Diese Nachweisverfahren wurden entwickelt, um Rotaviren der 
Gruppe A in der Umwelt zu detektieren und um die Wirkungsweise von Extraktionsverfahren 
zu überprüfen. Die Mehrzahl aller entwickelten RT-PCR-Methoden zum Nachweis von 
Rotaviren weisen allerdings die Virusproteine VP4 und VP7 nach (GOUVEA et al., 1990; 
GENTSCH et al., 1992; ROSEN et al., 1992). Mit diesen Verfahren können Typisierungen in 
P- und G-Typen durchgeführt werden. Ein RT-PCR-Verfahren zum Nachweis genetischen 
Materials von Rotaviren aus Organen von Schlachtschweinen wurde von BANGE (1998) 
entwickelt. 
 
Rotaviren der Gruppe A sind mit Abstand die bedeutendsten viralen Durchfallerreger bei 
Mensch und Tier. Aus diesem Grunde wurde eine kompetitive RT-PCR zum Nachweis ihres 
genetischen Materials entwickelt. Die Grundlage für die kompetitive RT-PCR bildete die 
kompetitive RT-PCR von BANGE (1998), welche speziell für den Nachweis von Rotavirus-
spezifischer RNA in Organproben von Schlachtschweinen entwickelt wurde. Aufgrund der 
ermittelten Nachweisgrenze von 1000 RNA-Molekülen wurde diese kompetitive RT-PCR 
modifiziert, um die Sensitivität zu erhöhen. 
 
Der Gebrauch von gereinigter RNA ist entscheidend für eine erfolgreiche RT-PCR. Die RNA 
darf nicht durch Ribonukleasen (RNasen) degradiert werden. RNasen sind sehr schwer zu 
inaktivieren, da sie keine Kofaktoren benötigen, hitzestabil sind und sich nach der 
Denaturierung zurückfalten können. Derartige RNA-abbauende Enzyme sind intrazellulär in 
vivo (im Probenmaterial selbst) vorhanden. Die größere Gefahr geht aber von ubiquitär in der 
Umwelt, besonders an den Händen, vorkommende Nukleasen aus, welche bei sämtlichen 
Arbeitsschritten in vitro Kontaminationen sein können. Aus diesem Grunde wurden bei den 
Arbeiten Handschuhe getragen und die benötigten Geräte und Lösungen mit 
Diethylenpyrocarbonat (DEPC) behandelt. Die Proben wurden permanent auf Eis gekühlt, um 
die RNA-Degradation zu verlangsamen. Untersuchungen von LÖFFERT et al. (1997) zeigten, 
dass bereits Endkonzentrationen von mehr als 0,005% SDS, 0,2% Phenol, 1% Ethanol die 
Diskussion 
- 94 - 
Amplifikation hemmten. Auch eingesetzte Salze wie Natriumazetat (> 5mM), Natriumchlorid 
(> 25mM) oder EDTA (> 0,5mM) führen zu eine Absenkung der Produktmenge. Da ein Teil 
dieser Substanzen für die bis dahin praktizierte RNA-Isolierung verwendet wurde (BANGE, 
1998), wurde diese durch eine andere ersetzt. 
 
Zur Isolierung der gesamtzellulären oder viralen RNA wurde ein Isolierungsverfahren 
genutzt, das die Bindung von Nukleinsäuren an eine Silikamatrix erlaubt. Dieses Verfahren 
bot folgende Vorteile: 
1) Herstellung von RNA-Präparationen von hoher Reinheit; 
2) Reinigung der RNA-Präparationen von Inhibitoren wie z.B. Hämoglobin, Heparin, 
Mg2+-Ionen, sauren Polysacchariden; 
3) Vermeidung enzymschädigender Substanzen wie Phenol und SDS während der 
Trennung von Nukleinsäuren und Proteinen. 
 
Der Einsatz standardisierter Reagenzien in Form von Kits sollte eine wichtige Grundlage für 
die Reproduzierbarkeit der neu entwickelten Methode bilden. Bei dem QIAGEN® OneStep 
RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) werden sowohl die RT als auch die anschließende PCR in 
einem Reaktionsgefäß durchgeführt. Durch den damit verbunden Verzicht auf einen weiteren 
Pipettierschritt wurde ein Verlust von Zielmolekülen und die Gefahr von Kontaminationen 
verhindert. Eigene Untersuchungen (SCHWARZ et al., 2001) zeigten zudem eine deutlich 
höhere Sensitivität dieses Kits im Vergleich zu anderen „One-step RT-PCR“ Kits. 
 
Die Sequenz des Gensegmentes 6 von Rotaviren der Gruppe A weist bei einer Vielzahl von 
Rotaviren verschiedener Säugetieren (GORZIGLIA et al., 1988; TARLOW u. McCRAE, 
1990) eine große Übereinstimmung auf. Um Rotaviren der Gruppe A des Menschen und 
verschiedener Tierarten nachweisen zu können, wurden neue Primer in Bereichen hoher 
Interspezieshomologie auf dem Gensegment 6 ausgewählt. Durch die Auswahl eines 
geeigneten Genabschnittes und geeigneter Primer sowie der Größe der in der PCR zu 
amplifizierenden Produkte, die einen entscheidenden Einfluss auf die 
Amplifizierungseffizienz (DIEFFENBACH et al., 1995) haben, sollte das Nachweissystem 
verbessert werden. Generell wird im Rahmen der Diagnostik für die Länge des in der PCR 
generierten Produktes ein Wert von 300-400 bp (DIEFFENBACH et al., 1995) oder nicht 
wesentlich größer angestrebt. Es wurden zwei Primer (P1 und P2) ausgewählt, welche ein 
PCR-Produkt von 433 bp (wt433-RNA) generieren. Um das Auftreten falsch positiver  
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Resultate durch DNA-Kontaminationen (durch die Akkumulation von PCR-Produkten in der 
Laborumgebung oder direkte Kontamination von Probenmaterial) zu vermeiden, wurden die 
Arbeiten der RNA-Extraktion, die Amplifikation und die Arbeiten mit der Zellkultur generell 
räumlich getrennt durchgeführt. Die amplifizierten Produkte wurden getrennt vom 
Probenmaterial gelagert. 
 
Durch die Konstruktion und die Synthese von Rotavirus-spezifischen synthetischen RNA-
Molekülen vom Wildtyp (wt433-RNA) und vom Kompetitor (comp390-RNA) sollte neben 
der Bestimmung der Nachweisgrenze (Sensitivität) auch die Quantifizierung von Rotavirus-
spezifischer RNA ermöglicht werden. Bereits Variationen der optimalen 
Reaktionsbedingungen oder das Auftreten von Inhibitoren können zu einer Verschlechterung 
der Produktausbeute führen. Um solche Faktoren untersuchen zu können, wird die 
Koamplifikation einer Variante der Zielsequenz, eines sogenannten Kompetitors, in der RT-
PCR durchgeführt. Der Kompetitor besitzt dieselben Bindungsstellen für die Primer und hat 
ein identisches Amplifikationsverhalten. Der Kompetitor kann von der nachzuweisenden 
Zielsequenz durch seine Länge unterschieden werden. Der Einsatz eines Kompetitors im 
selben Reaktionsansatz ermöglicht eine Quantifizierung der in der Probe eventuell 
vorhandenen Zielsequenz. Der Kompetitor kann auch als interne Kontrolle mitgeführt 
werden, um den ordnungsgemäßen Verlauf der Reaktion anzuzeigen. Außerdem kann der 
Kompetitor als externe Positivkontrolle eingesetzt werden, um Kontaminationen mit dem 
Wildtyp zu vermeiden.  
 
Durch die Deletion von 43 bp der Wildtyp-Sequenz mit zwei partiell komplementären 
Primern gelang die Synthese des Kompetitors. Die kompetitive RT-PCR zum quantitativen 
Nachweis von Rotaviren der Gruppe A basiert auf der bereits etablierten RT-PCR. Das PCR-
Produkt vom Wildtyp mit 433 bp Länge und der Kompetitor mit einer Länge von 390 bp 
wurden in kommerziell erhältliche Vektoren ligiert und anschließend kloniert. Beide Vektoren 
wurden in vitro transkribiert und mit DNase behandelt. Die Konzentration der Transkripte 
wurde gemessen und die Anzahl der RNA-Moleküle pro Volumeneinheit berechnet. Um die 
Sensitivität der Reaktion zu ermitteln, wurden die Transkripte bis auf 1 RNA-Molekül 
verdünnt. Die nachweisbare RNA-Menge konnte mit 10 Molekülen bestimmt werden. Damit 
konnte im Vergleich zu der RT-PCR von BANGE (1998) eine deutliche Steigerung der 
Sensitivität erreicht werden. Zur Überprüfung der Amplifikationseffizienz von Wildtyp und 
Kompetitor wurden die Endverdünnungen in einem Reaktionsansatz gemeinsam amplifiziert. 
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Damit konnte in Abhängigkeit von der eingesetzten Molekülmenge von Wildtyp und 
Kompetitor eine unterschiedlich starke Amplifikation eines der beiden Reaktionspartner 
beobachtet werden. Im Bereich des Äquivalenzpunktes wurden beide RNA-Transkripte mit 
der gleichen Effizienz amplifiziert. Um die Spezifität der entwickelten RT-PCR zu 
bestimmen, wurde eine Restriktionsenzym-Analyse etabliert. Mit Hilfe dieser Methode 
konnte bei Wildtyp-, Kompetitor-RNA und RNA aus Feldproben die Spezifität nachgewiesen 
werden.  
 
Die neu entwickelte kompetitive RT-PCR wurde nun auf eine „Real time“ RT-PCR 
umgestellt. Die „Real time“ RT-PCR ist eine sehr junge Methode. Diese Technik wird bereits 
zum Nachweis von Herpesviren (NICOLL et al., 2001), Papillomaviren (CUBIE et al., 2001), 
und Zytomegaloviren (NITSCHE et al., 1999) eingesetzt. Eine „Real time“ RT-PCR zum 
Nachweis von Rotaviren wurde bisher nicht entwickelt. 
 
Ohne die Temperatur- und Reaktionsbedingungen ändern zu müssen, konnte die RT-PCR als 
„Real time“ RT-PCR eingesetzt werden. Im Vergleich zu der RT-PCR konnten mit der „Real 
time“ RT-PCR analoge Ergebnisse in Sensitivität und Spezifität erzielt werden. Der große 
Vorteil der „Real time“ RT-PCR zeigte sich jedoch bei der Analyse der PCR-Produkte und 
der einfachen Quantifizierung der Zielmoleküle. Auch die Gefahr von DNA-Kontaminationen 
konnte durch dieses Verfahren stark verringert werden. 
 
Da die entwickelte und modifizierte RT-PCR extrem sensitiv und spezifisch arbeitete, 
konnten mit ihnen die eigentlichen Untersuchungen an Probenmaterial von 
Schlachtschweinen, von Tieren unterschiedlicher Spezies und vom Menschen durchgeführt 
werden. Im Rahmen der Routinediagnostik konnten mit Hilfe der RT-PCR Rotaviren der 
Gruppe A aus Stuhlproben von Menschen und Kotproben von Schweinen, Rindern, Pferden 
und Kaninchen detektiert werden. Auf diese Weise konnte bewiesen werden, dass sich die 
RT-PCR für den Nachweis verschiedener Rotaviren der Gruppe A aus verschiedenen 
Tierarten und dem Menschen eignet.  
 
Die in einem Hauptversuch zu untersuchenden Schweine stammten aus einem Betrieb, 
welcher SPF-Schweine produzierte. 13 Tiere im Alter von ca. 9 Wochen sollten in einem 
Infektionsversuch mit Rotaviren und Influenzaviren im Rahmen eines Forschungsprojektes 
des BgVV eingesetzt werden. Schon vor der Aufstallung zeigten diese Tiere ein gestörtes  
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Allgemeinbefinden mit Durchfällen. Drei dieser Tiere mussten aus Tierschutzgründen 
euthanasiert werden. Um festzustellen, ob die verbleibenden Tiere mit Rotaviren infiziert 
waren, wurden Kotproben aller Schweine mit Hilfe der entwickelten kompetitiven und der 
„Real-time“ RT-PCR untersucht. Dabei konnten bei jedem der Tiere Rotaviren im Kot 
nachgewiesen werden. Quantifizierungsversuche ergaben Ausscheidungsraten bis zu 107 
RNA-Moleküle pro Gramm Fäzes. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von dem geplanten 
Infektionsversuch abgesehen. Von diesen Tieren wurden wöchentlich, bis zur Schlachtung 
drei Monate später, Kotproben entnommen und auf das Vorhandensein genetischen Materials 
von Rotaviren untersucht. Bei einigen Tieren konnte dabei eine Rotavirus-Ausscheidung bis 
zum Schlachttermin nachgewiesen werden, obwohl ca. 10 Tage nach der Aufstallung keine 
klinischen Symptome mehr festgestellt werden konnten. Es konnte nachgewiesen werden, 
dass es sich bei diesen Tieren um intermittierende Virusausscheider handelte. Nach deren 
Schlachtung wurden Organproben dieser Schweine einzeln mit Hilfe der RT-PCR auf Spuren 
genetischen Materials von Rotaviren untersucht. Es konnten bei zwei Tieren in den Tonsillen, 
in den mesenterialen Lymphknoten und in den Darmbeinlymphknoten sehr geringe Mengen 
(20-200 RNA-Moleküle) an Rotavirus-spezifischer RNA nachgewiesen werden. Mit Hilfe des 
Serumneutralisationstestes konnten neutralisierende Antikörper mit einem Titer von bis zu 
1:1024 gegen Rotaviren nachgewiesen werden. Im Anschluss dieser Untersuchungen stellte 
sich die Frage, ob es sich bei den Organbefunden um infektiöse Viruspartikel handelte, denn 
aufgrund der RT-PCR-Ergebnisse ließ sich dazu keine Aussage treffen. So wurde versucht, 
trotz bekannter Probleme mit der Anzüchtung von Rotaviren der Gruppe A (KAPIKIAN u. 
CHANOCK, 1996), aus den betroffenen Organen mittels der Zellkultur Rotaviren zu 
kultivieren. Aus keinem der Organe konnten auf diese Weise Rotaviren isoliert werden. 
 
In einem weiteren Hauptversuch wurden Mastschweine aus einem herkömmlichen 
Mastbetrieb in die Untersuchungen einbezogen. Tiere dieses Versuches sollten im Rahmen 
eines Belastungsversuches mit Salmonella typhimurium infiziert werden. Es wurden 
Tiergruppen gebildet, von denen die Versuchsgruppen durch Transportstress belastet wurden. 
Die Kontrollgruppen hingegen wurden dieser Transportbelastung nicht ausgesetzt. Eine 
experimentelle Rotavirus-Infektion konnte dabei nicht durchgeführt werden, um die 
Ergebnisse der anderen Arbeitsgruppen nicht zu beeinflussen. Bei der Aufstallung dieser 
Tiere zeigten jedoch einige dieser Schweine leichten Durchfall mit schwach gestörtem 
Allgemeinbefinden. Bei diesen Tieren konnte mit Hilfe der RT-PCR im Kot Rotaviren 
nachgewiesen werden. Zwei Wochen vor der Schlachtung konnte weder in der  
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Kontrollgruppe, noch in der Versuchsgruppe, genetisches Material von Rotaviren 
nachgewiesen werden. Auch die anschließende Untersuchung der Organe dieser Tiere 
erbrachte ein negatives Ergebnis in Bezug auf das Vorhandensein von Rotavirus-spezifischer 
RNA. Die Belastung in Form von Transportstress führte zu keiner erneuten Ausscheidung von 
Rotaviren und zu keiner Reaktivierung einer Rotavirus-Infektion. Die gemessenen 
Antikörpertiter bewegten sich bei diesen Tieren von 1:8 bis 1:32, also deutlich unter denen bei 
den SPF-Schweinen gemessenen Titern neutralisierender Antikörper im Blut. 
 
Die etablierte RT-PCR und die „Real-time“ RT-PCR erwiesen sich bei diesen 
Untersuchungen als sehr empfindlich und spezifisch, um einen Beitrag zur Problematik des 
Einflusses von Schlachttieren auf die Übertragung viraler Infektionen auf den Menschen zu 
liefern. Die Ergebnisse zeigten, dass es intermittierende Rotavirus-Ausscheider bei Schweinen 
über einen längeren Zeitraum gibt, ohne das Krankheitssymptome sichtbar sind. Diese 
Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von DEBOUCK u. PENSAERT (1983) überein. 
Dennoch gibt es anscheinend Unterschiede in der Art und Dauer der Virusauscheidung bei 
Tieren, welche aus herkömmlichen Betrieben stammen und solchen, die unter SPF-
Bedingungen gehalten werden. FU u. HAMPSON (1987) und GELBERG et al. (1992) 
konnten nachweisen, dass die Größe der Schweineherden, die Nutzungsrichtung und das 
Produktionsverfahren keinen Einfluss auf das Vorkommen von Rotaviren zu haben scheint. 
Es wurden Rotavirus-Infektionen sowohl in SPF-Betrieben als auch bei Tieren aus der 
konventionellen Landwirtschaft gefunden. Doch die Schwere und die Dauer von Rotavirus-
Infektion in Abhängigkeit der Haltungsform ist nicht untersucht worden. Wie die eigenen 
Untersuchungen zeigten, verlief die Rotavirus-Infektion bei den SPF-Schweinen deutlich 
stärker als bei Tieren aus dem Mastbetrieb. Die Tatsache, dass ein Transport auf die Tiere als 
Stressfaktor wirkt, könnte Konesequenzen auf das Immunsystem haben. Die Höhe der 
gemessenen Antikörpertiter bei den SPF-Schweinen (bis zu 1:1024) spricht für eine 
Serokonversion und die Herausbildung einer lokalen und systemischen Abwehr. Im 
Gegensatz dazu konnten bei den Mastschweinen nur geringe Antikörpertiter (bis 1:32) 
nachgewiesen werden. Dies lässt den Schluss zu, dass sich diese Tiere aufgrund ihrer 
Haltungsform im ständigen Kontakt mit Rotaviren befinden. Durch die bereits ausgebildete 
Immunabwehr werden die Rotaviren schneller eliminiert. 
 
BACHMANN konnte 1979 zeigen, dass 96% aller Schlachtschweine Antikörper gegen 
Rotaviren hatten. Verschiedene Wissenschaftler (HEINRICH et al., 1980; SHELKOVAYA  
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u. KUPCHINSKI 1989; GUSMAO et al., 1994; SHIF et al., 1994; DESSELBERGER, 1997; 
RAMIG, 1997) postulierten wiederholt, dass Rotaviren als Zoonoseerreger anzusehen sind. 
Nicht nur im Falle einer intestinalen Rotavirus-Infektion bei Schlachtschweinen muss aus 
diesem Grund eine Übertragung von Rotaviren vom Schwein auf den Menschen durch 
Kontaminationen während der Schlachtung in Betracht gezogen werden. Dies stellt besondere 
Anforderungen an die Hygiene in Schlachtereien und fleischverarbeitenden Betrieben, um 
Sekundär-Kontaminationen zu vermeiden. Es gelang der Nachweis Rotavirus-spezifischer 
RNA in Organen des lymphatischen Systems. Jedoch kann eine Einschätzung des 
Übertragungsrisikos von Rotaviren, welche sich in Organen des Schweins befinden 
(virusbelastete Organe, die in die Nahrungsmittelkette gelangen) auf den Menschen nicht 
gemacht werden. Da die Anzüchtungsversuche misslangen, konnte eine Infektiösität der 
Organ- und Gewebeproben und somit eine extraintestinale Rotavirus-Infektion nicht 
nachgewiesen werden. Auch kann die Frage nach dem Ort einer eventuellen Virus-Persistenz 
nicht eindeutig beantwortet werden. Andererseits ist dies kein Beweis für das Vorliegen nicht-
infektiöser Viruspartikel, da es nach wie vor nicht immer gelingt, Rotaviren erfolgreich zu 
kultivieren (KAPIKIAN u. CHANOCH, 1996). Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass es 
sich bei den Organbefunden um nichtinfektiöse Virusbestandteile handelt, welche im Zuge 
der Makrophagenaktivität in Organe des Lympsystems gelangten. In nicht-lymphozytären 
Organen konnte keine Rotavirus-spezifische RNA nachgewiesen werden. BROWN u. OFFIT 
konnten 1998 Proteine von Rotaviren in Makrophagen und auch in B-Zellen nachweisen. 
LYNCH et al. (2001) konnten die RNA von Rotaviren in der Zerebrospinalflüssigkeit von 
Menschen mittels RT-PCR nachweisen, jedoch nicht ausschließen, dass es sich bei diesen 
Befunden um Nachweise von Rotavirus-spezifischer RNA in migrierenden Lymphozyten 
handelte. 
 
Die Frage nach einer extraintestinalen Persistenz von Rotaviren konnte mit dieser Arbeit nicht 
beantwortet werden. Der Begriff „Persistenz“ bezieht sich auf das Langzeit-Überleben eines 
Virus in seinem Wirt. Sie kann auf drei Wegen erfolgen (DOMINGO et al., 1998): 
 
1) Das Überleben eines Virus für eine längere Zeit in einer überlebensfähigen 
Zellpopulation. Dieses geschieht, wenn die Infektion und die Zerstörung der Zelle 
limitiert sind und die Replikation des Virus im Gleichgewicht mit der Vervielfältigung 
der Wirtszellen steht. 
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2) Das Überleben von Viren im ganzen Organismus kann selten auf die Persistenz in 
 einem einzigen Zelltyp beschränkt werden, weil Organismen ein Mosaik von 
 Zelltypen darstellen. Die Persistenz eines Virus beinhaltet vielmehr das Überwinden 
 einer Vielzahl von Angriffs- und Verteidigungsreaktionen, welche für das Überleben 
 des Wirtes selbst notwendig sind.  
3) Ein Virus kann sein Überleben in der Natur durch ständige Infektionen empfänglicher 
 Wirte sichern. 
 
Genetische, ökologische und Umweltfaktoren üben dabei die unterschiedlichen Einflüsse auf 
diese drei Typen der Persistenz aus. Gerade RNA-Viren bestehen aus einer komplexen 
Verteilung von mutierten Genomen, welche innerhalb einer RNA-Virus-Population als 
„Quasispezies“ bezeichnet werden (HOLLAND et al., 1982; DOMINGO, 1995). Diese hohe 
Mutagenität von RNA-Viren spielt offensichtlich eine bedeutende Rolle bei den 
Mechanismen, die eine Persistenz bedingen. Die Persistenz ist immer ein Resultat von 
Interaktionen zwischen dem Virus und dem Wirt. 
 
Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass Rotviren nicht im Körper selbst 
persistieren, denn Orte einer Viruspersistenz konnten nicht gefunden werden. Dennoch kann 
man von einer Rotavirus-Persistenz sprechen, denn Mutagenität und Tenazität der Rotaviren 
ermöglichen ihnen eine Persistenz innerhalb einer Population oder in der Natur. Diese 
Beobachtung konnten ISHIZAKI et al. (1995) in einer Kälberherde machen. Durch ständige 
Reinfektionen haben damit die Rotaviren ihre Erhaltung gesichert. 
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6. Zusammenfassung 
 
Entwicklung einer Reversen Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) zum 
Nachweis der Persistenz von Rotaviren beim Schwein 
Bernd-Andreas Schwarz 
Institut für Virologie der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
September 2002 
100 Seiten, 36 Abbildungen, 10 Tabellen, 280 Literaturangaben, 1 Anlage 
 
Im Graduiertenkolleg „Schlachttierbelastung und Produktsicherheit“ der 
Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig sollten in interdisziplinärer 
Zusammenarbeit Erkenntnisse zum Verhalten transportbelasteter Schlachtschweine in Bezug 
auf bakterielle Translokationsprozesse erarbeitet werden. Es wurden Mastschweine aus 
herkömmlichen Mastbetrieben definierten Belastungssituationen ausgesetzt , geschlachtet und 
untersucht. Dabei sollten physiologische, pathologisch-anatomische, immunologische, 
lebensmittel- und fleischhygienische, bakteriologische, virologische sowie ethologische 
Fragestellungen bearbeitet werden. Ziel war es festzustellen, ob eine Belastung der Tiere (u.a. 
durch den Transport) Auswirkungen auf die Produktqualität hat und ob durch eine 
Translokation pathogener Erreger ein Risiko für die Gesundheit des Verbrauchers besteht. Im 
Teilprojekt des Institutes für Virologie wurde untersucht, ob Rotavirus-Infektionen von 
Schlachtschweinen unter der Problematik der Belastung ein mögliches Infektionsrisiko für 
den Menschen darstellen. 
 
Um die zu erwartende niedrige Konzentration von Rotaviren in Organen von 
Schlachtschweinen nachweisen zu können, wurde eine kompetitive RT-PCR zum Nachweis 
von Rotaviren der Gruppe A verschiedener Spezies entwickelt. Dazu wurde ein sogenannter 
Kompetitor synthetisch hergestellt, welcher als interne oder externe Reaktionskontrolle 
eingesetzt wurde. Zum einen diente er der Überprüfung des ordnungsgemäßen Verlaufes einer 
RT-PCR, zum anderen wurde er zur Herstellung von Standards verwendet. Die RT-PCR 
wurde anschließend in eine „Real time“ RT-PCR umgewandelt. Sowohl mit der 
herkömmlichen als auch mit der „Real-time“ RT-PCR konnten 10 spezifische RNA-Moleküle 
in einer Probe nachgewiesen werden.  
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In einer SPF-Schweineherde, welche einer Belastung infolge eines Tiertransports ausgesetzt 
war, konnten mit Hilfe der RT-PCR klinisch gesunde intermittierende Rotavirus-Ausscheider 
entdeckt werden. Bei einigen dieser Tiere gelang der Nachweis der Virusausscheidung über 
einen Zeitraum von drei Monaten. Nach der Schlachtung wurden in Organen des 
lymphatischen Systems bei zwei Schweinen sehr geringe Konzentrationen an rotavirus-
spezifischer RNA detektiert. Infektiöses Virus konnte daraus allerdings nicht isoliert werden. 
Auch in einer Mastschweineherde konnte bei einigen Tieren Rotavirus-spezifische RNA im 
Kot nachgewiesen werden. Ein Infektionsversuch dieser Tiere mit Salmonella typhimurium 
konnte keine Reaktivierung der Rotavirus-Infektion auslösen. 
 
Aufgrund des Zoonose-Potentials von Rotaviren kann nach den Untersuchungen ein 
Infektionsrisiko für den Verbraucher durch eine endogene Kontamination von Schlachttieren 
mit Rotaviren nicht sicher ausgeschlossen werden. Die Untersuchungen zeigten auch, dass 
intermittierende Rotavirus-Ausscheider ein Infektionsrisiko für den Verbraucher darstellen, 
wenn z.B. bei der Schlachtung der Tiere oder bei der Verarbeitung des Fleisches dieser Tiere 
hygienische Grundregeln verletzt werden. Besonders gefährdet wären hierbei Neugeborene, 
Kinder, Senioren und immunsupprimierte Personen. 
 
Ein Ort einer Viruspersistenz in Organen konnte auch nach diesen Untersuchungen nicht 
gefunden werden. Dennoch scheint es, dass Rotaviren in der Natur oder in einer Population 
von Menschen oder Tieren persistieren. Durch ständige Neuinfektionen bzw. Reinfektionen 
empfänglicher Organismen haben Rotaviren so ihre Erhaltung gesichert. 
 
Summary 
- 104 - 
7. Summary 
 
Development of reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) to show 
persistence of rotaviruses in swine  
Bernd-Andreas Schwarz 
Institute for Virology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig 
September 2002 
100 pages, 36 figures, 10 tables, 280 references, 1 appendix 
 
Within the graduate programme “Schlachttierbelastung und Produktsicherheit” of the 
Veterinary Faculty of the University of Leipzig, the behaviour of slaughter swine exposed to 
the stress of transport was observed in an interdisciplinary collaboration concerning the 
translocation processes of bacteria. Fattened pigs from conventional pig fattening units were 
exposed to particular stress situations, and then slaughtered and examined. The following 
aspects of this process were investigated: physiology, pathological-anatomy, immunology, 
food and meat hygiene, bacteriology, virology and ethology. The aim of this study was to 
verify whether exposing the animals to stress situations (such as transport) influences the 
quality of the product and whether the translocation of pathogens represents a risk for 
consumer health. Within the sub-project of the Institute for Virology, analyses were made to 
verify whether rotavirus infections of slaughter swine exposed to stress situations represents a 
potential contamination risk for humans. 
 
In order to detect the expected low concentration of rotaviruses in the organs of slaughtered 
pigs, a competitive RT-PCR was developed as a test of rotaviruses for various group A 
species. To do this, a so-called competitor was synthetically created, which was used as an 
internal and external reaction control. On one hand, it was used to verify the regular course of 
an RT-PCR reaction, and on the other hand, it was implemented to develop standards. RT-
PCR was then modified by means of a real time RT-PCR. Both with the conventional and 
with the real time RT-PCR, it was possible to detect 10 specific RNA molecules/ sample. 
 
With this new very sensitive and specific amplification process, it was possible to detect 
rotavirus-specific RNA in the excrement of people and of pigs, cows, horses, rabbits and 
monkeys. 
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the evidence of the virus excretion was produced over a time period of three months. After 
slaughtering, low amounts of rotavirus specific RNA were found in the organs of the 
lymphatic system. There were no indications that any of these organs were infectious. 
Rotavirus specific RNA was also found in the excrement of some fattened pigs. An attempt to 
infect these animals with Salmonella typhimurium was unable to cause any reactivation of the 
rotavirus infection. 
 
An infection risk for the consumer through an endogenous rotavirus contamination of fattened 
pigs cannot be excluded with any degree of certainty on the basis of these analyses due to the 
zoonotic potential of rotaviruses. The analyses also showed that intermittent rotavirus 
excretors represent an infection risk for the consumer, if for example basic hygiene rules are 
broken during the slaughter or meat processing of these animals. At special risk may be new-
borns, children, youth, the elderly and people suffering from immunodeficiency.  
 
These examinations could not find a specific place in the organs where the virus persists. 
Nevertheless, it seems that rotaviruses persist in the environment or in a population of people 
or animals. With constant new infections or re-infections of receptive organisms, rotaviruses 
seem to have assured their survival. 
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Anhang A 
 
Vergleich der Nukleinsäure-Sequenz für das Gensegment 6 verschiedener Rotaviren der 
Gruppe A (GORZIGLIA et al., 1988). Dargestellt sind die Sequenzen für porcine Rotaviren 
(Porcine rotavirus OSU, Porcine rotavirus A131), für equine Rotaviren (Equine rotavirus) und 
für bovine Rotaviren (Bovine group A rotavirus). Außerdem sind in diesem Sequenz-
Vergleich die Lokalisationen der Primer P1 und Primer P2 dargestellt. Umrahmte Nukleotide 
zeigen die Homologie-Bereiche der Sequenzen an. 
 
GGCT T T T AAACGAAGT CT T CGACAT GGAGGT T CT GT ACT CAT T GT CAAAA Majority
10 20 30 40 50
GGCT T T T AAACGAAGT CT T CGACAT GGAGGT T CT GT ACT CT T T AT CAAAA 1 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GGCT T T T AAACGAAGT CT T CGACAT GGAGGT T CT GT ACT CAT T GT CAAAA 1 Porcine rotavirus A131.SEQ
GGCT T T T AAACGAAGT CT T CAACAT GGAAGT T CT AT ACT CAAT T T CAAAA 1 Equine rotavirus.SEQ
GGCT T T T AAACGAAGT CT T CAACAT GGAT GT CCT GT ACT CCT T GT CAAAA 1 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
ACGT T T AAGGAT GCT AGGGAT AAAAT T GT AGAAGGT ACAT T AT AT T CAAA Majority
60 70 80 90 100
ACGT T GAAGGAT GCT AGGGAT AAGAT AGT AGAAGGT ACAT T AT AT T CAAA 51 Porcine rotavirus OSU.SEQ
ACGT T GAAGGAT GCT AGGGAT AAAAT T GT AGAAGGT ACAT T AT AT T CAAA 51 Porcine rotavirus A131.SEQ
ACGCT T AAAGAT GCT AGAGAT AAAAT T GT T GAGGGT ACGCT AT AT T CT AA 51 Equine rotavirus.SEQ
ACT CT T AAAGAT GCT AGAGACAAAAT T GT CGAAGGCACACT AT ACT CCAA 51 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
T GT GAGT GAT T T AAT CCAACAGT T T AAT CAAAT GAT AGT T ACT AT GAAT G Majority
110 120 130 140 150
CGT GAGT GAT T T AAT CCAACAGT T T AAT CAAAT GAT AGT T ACT AT GAAT G 101 Porcine rotavirus OSU.SEQ
CGT GAGT GAT T T AAT CCAACAGT T T AAT CAAAT GAT T GT AACT AT GAAT G 101 Porcine rotavirus A131.SEQ
T GT T AGT GACAT AAT ACAGCAAT T CAAT CAAAT CAT AGT AACT AT GAAT G 101 Equine rotavirus.SEQ
T GT GAGT GAT CT AAT T CAACAAT T T AAT CAAAT GAT AAT T ACT AT GAAT G 101 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
GAAAT GAGT T T CAAACT GGAGGAAT T GGT AAT T T GCCAAT T AGAAAT T GG Majority
160 170 180 190 200
GAAAT GAAT T T CAAACAGGAGGAAT T GGAAAT T T GCCT AT AAGAAAT T GG 151 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GAAAT GAAT T T CAAACAGGAGGAAT T GGAAAT T T GCCAAT AAGAAAT T GG 151 Porcine rotavirus A131.SEQ
GAAAT GAGT T T CAGACT GGAGGCAT T GGT ACAT T ACCAAT T AGGAAT T GG 151 Equine rotavirus.SEQ
GAAAT GAGT T CCAAACT GGAGGAAT T GGT AAT CT ACCAAT T AGAAACT GG 151 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
ACT T T T GAT T T T GGAT T ACT T GGT ACAACT T T ACT T AAT CT GGAT GCT AA Majority
210 220 230 240 250
ACT T T T GACT T T GGAT T ACT T GGT ACT ACT T T ACT T AAT CT GGAT GCGAA 201 Porcine rotavirus OSU.SEQ
ACT T T T GACT T T GGGT T ACT T GGT ACAACAT T ACT T AAT CT GGAT GCGAA 201 Porcine rotavirus A131.SEQ
ACAT T T GAT T T T GGT CT ACT T GGT ACAACAT T GT T GAAT CT AGAT GCT AA 201 Equine rotavirus.SEQ
AAT T T T GAT T T T GGAT T ACT T GGAACAACT CT ACT GAAT T T AGACGCT AA 201 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ  
Anhang 
- 147 - 
 
 
CT ACGT T GAAACT GCCAGAACT ACAAT T GAAT AT T T T AT T GAT T T T AT AG Majority
260 270 280 290 300
CT ACGT AGAAAAT GCAAGAACT ACAAT T GAAT AT T T CAT T GAT T T T AT AG 251 Porcine rotavirus OSU.SEQ
CT ACGT T GAAAAT GCCAGAACT ACT AT T GAAT AT T T CAT T GAT T T T AT AG 251 Porcine rotavirus A131.SEQ
T T AT GT T GAAACT GCAAGAACAACAAT AGAAT AT T T T AT T GACT T CAT AG 251 Equine rotavirus.SEQ
CT ACGT CGAAACAGCCCGCAAT ACAAT T GAT T AT T T T GT AGAT T T T GT AG 251 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
ACAAT GT AT GT AT GGAT GAAAT T GCT AGAGAAT CACAACGAAAT GGAAT T Majority
310 320 330 340 350
ACAAT GT AT GT AT GGAT GAAAT T GCT AGAGAAT CACAACGAAAT GGAAT A 301 Porcine rotavirus OSU.SEQ
ACAAT GT CT GT AT GGAT GAAAT T GCT AGAGAAT CACAACGAAAT GGAAT A 301 Porcine rotavirus A131.SEQ
ACAAT GT AT GCAT GGAT GAAAT GACAAGAGAAT CACAAAGAAAT GGAAT T  301 Equine rotavirus.SEQ
AT AAT GT AT GCAT GGACGAAAT GGT T AGAGAAT CGCAAAGAAAT GGAAT T  301 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
GCT CCACAAT CT GAT GCGT T AAGAAAGCT GT CAGGT AT T AAAT T T AAAAG Majority
360 370 380 390 400
GCT CCACAAT CT GAAGCGT T AAGAAAGCT GT CAGGT AT T AAAT T T AAAAG 351 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GCT CCACAAT CT GAAGCGT T AAGAAAGCT GT CAGGT AT T AAAT T T AAAAG 351 Porcine rotavirus A131.SEQ
GCT CCT CAAT CCGAT GCACT ACGT AAACT AT CT GGT AT T AAGT T T AAAAG 351 Equine rotavirus.SEQ
GCACCACAAT CAGAT T CACT T AGAAAGT T GT CAGGT AT T AGAT T T AAAAG 351 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
AAT T AAT T T T GAT AAT T CAT CT GAT T AT AT CGAGAAT T GGAACT T GCAGA Majority
410 420 430 440 450
AAT T AAT T T T GAT AAT T CAT CT GAT T AT AT CGAGAAT T GGAACT T ACAGA 401 Porcine rotavirus OSU.SEQ
AAT T AAT T T T GAT AAT T CAT CT GAT T AT AT CGAGAAT T GGAACT T ACAGA 401 Porcine rotavirus A131.SEQ
AAT AAAT T T T GAT AAT T CAT CAGAAT AT AT AGAAAACT GGAAT T T GCAAA 401 Equine rotavirus.SEQ
AAT AAAT T T T GAT AAT T CAT CGGAAT ACAT AGAGAACT GGAACT T GCAAA 401 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
AT AGGCGACAAAGAACT GGAT T T GT T T T CCAT AAACCAAACAT T T T T CCA Majority
460 470 480 490 500
AT AGGCGACAAAGAACT GGAT T T GT T T T CCAT AAACCAAACAT T CT CCCA 451 Porcine rotavirus OSU.SEQ
AT AGGCGACAAAGGACT GGAT T T GT T T T CCAT AAACCAAACAT T CT T CCA 451 Porcine rotavirus A131.SEQ
AT AGAAGACAACGT ACT GGAT T T GT GT T CCAT AAACCAAACAT T T T T CCA 451 Equine rotavirus.SEQ
AT AGAAGACAGAGAACAGGT T T T ACAT T T CAT AAACCGAACAT T T T CCCT  451 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ  
Anhang 
- 148 - 
T AT T CAGCAT CAT T CACT CT AAAT AGAT CACAGCCGGCGCAT GAT AACT T Majority
510 520 530 540 550
T AT T CAGCAT CAT T CACT CT AAAT AGAT CACAGCCGGCACACGAT AACT T  501 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T ACT CAGCAT CAT T CACT CT AAAT AGAT CACAGCCGGCACACGAT AACT T  501 Porcine rotavirus A131.SEQ
T AT T CT GCT T CT T T T ACT T T AAACAGAT CACAACCACT GCAT AAT GAT T T  501 Equine rotavirus.SEQ
T AT T CAGCGT CAT T CACACT GAACAGAT CT CAACCGGCGCAT GAT AACT T  501 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
AAT GGGAACT AT GT GGCT AAAT GCT GGAT CAGAAAT T CAGGT AGCT GGAT Majority
560 570 580 590 600
AAT GGGAACT AT GT GGAT T AAT GCT GGAT CAGAAAT T CAGGT AGCT GGAT  551 Porcine rotavirus OSU.SEQ
AAT GGGAACT AT GT GGAT AAAT GCT GGAT CAGAAAT T CAGGT AGCT GGAT  551 Porcine rotavirus A131.SEQ
AAT GGGAACT AT GT GGCT AAAT GCAGGAT CAGAGAT ACAAGT CGCAGGAT  551 Equine rotavirus.SEQ
GAT GGGT ACGAT GT GGCT GAACGCGGGAT CAGAAAT CCAGGT CGCT GGAT  551 Bovine group A rotavirus.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - AAGT AGCT GGAT  1 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
T T GAT T AT T CGT GT GCT T T T AAT GCACCAGCT AAT AT T CAACAAT T T GAA Majority
610 620 630 640 650
T T GAT T AT T CGT GCGCT T T AAAT GCACCAGCAAACAT T CAACAAT T T GAA 601 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T T GAT T AT T CGT GCGCT T T T AAT GCACCAGCT AACAT T CAACAAT T T GAA 601 Porcine rotavirus A131.SEQ
T T GAT T AT T CAT GT GCT AT T AACGCT CCAGCAAAT ACACAACAAT T T GAA 601 Equine rotavirus.SEQ
T CGAT T AT T CAT GT GCAAT T AAT GCGCCAGCT AAT ACACAACAAT T T GAG 601 Bovine group A rotavirus.SEQ
T T GAT T AT T C                                         13 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
CAT GT AGT GCCACT AAGACGT GCACT T ACAACAGCT ACAAT AACACT GT T Majority
660 670 680 690 700
CAT GT CGT GCCACT AAGACGT GCT CT T ACAACAGCAACAAT AACACT GCT  651 Porcine rotavirus OSU.SEQ
CAT GT AGT GCCACT AAGACGT GCACT T ACAACAGCT ACAAT CACACT GCT  651 Porcine rotavirus A131.SEQ
CAT AT AGT T CAACT T AGACGGGCACT AACAACT GCAACAAT AACT AT AT T  651 Equine rotavirus.SEQ
CAT GT T GT ACAGCT CCGAAGAGT GT T AACT ACAGCT ACAAT AACCCT T T T  651 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
ACCAGAT GCT GAAAGAT T T AGT T T T CCAAGAGT GAT T AAT T CAGCT GAT G Majority
710 720 730 740 750
ACCAGAT GCT GAAAGAT T T AGT T T T CCAAGAGT GAT AAAT T CAGCAGAT G 701 Porcine rotavirus OSU.SEQ
ACCAGAT GCT GAAAGAT T T AGT T T T CCAAGAGT GAT T AAT T CAGCT GAT G 701 Porcine rotavirus A131.SEQ
ACCAGAT GCAGAAAGGT T T AGT T T T CCAAGAGT AAT T AAT T CAGCAGACG 701 Equine rotavirus.SEQ
ACCAGAT GCAGAAAGAT T T AGT T T T CCAAGAGT GAT T AAT T CAGCT GACG 701 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ  
 
Anhang 
- 149 - 
GGGCT ACAACAT GGT AT T T T AAT CCAGT CAT T CT AAGACCCAGT AACGT T Majority
760 770 780 790 800
GGACT ACAACAT GGT ACT T T AAT CCAGT CAT CCT AAGACCCAGT AACGT T  751 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GGACT ACAACAT GGT ACT T T AAT CCAGT CAT CCT AAGACCCAGT AACGT C 751 Porcine rotavirus A131.SEQ
GAGCAACAACAT GGT T T T T T AAT CCAGT AAT T T T AAGACCAAAT AAT GT A 751 Equine rotavirus.SEQ
GAGCAACT ACAT GGT AT T T CAACCCAGT GAT T CT T AGACCAAACAACGT T  751 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
GAAGT AGAAT T T CT ACT AAAT GGGCAGAT T AT AAACACAT ACCAAGCACG Majority
810 820 830 840 850
GAAGT AGAAT T T CT ACT AAAT GGGCAGAT T AT AAACACAT ACCAAGCACG 801 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GAAGT T GAAT T T CT ACT AAAT GGGCAGAT T AT AAACACAT ACCAAGCACG 801 Porcine rotavirus A131.SEQ
GAAGT AGAAT T CCT ACT T AAT GGACAGAT AAT T AACACAT ACCAAGCACG 801 Equine rotavirus.SEQ
GAAGT AGAGT T T T T ACT AAACGGGCAGAT AAT AAAT ACT T ACCAGGCAAG 801 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
AT T T GGAACT AT T AT AGCT AGGAAT T T T GAT ACT AT T CGT T T GT CGT T T C Majority
860 870 880 890 900
AT T T GGAACT AT AAT AGCT AGGAACT T T GAT ACT AT T CGT CT AT CAT T T C 851 Porcine rotavirus OSU.SEQ
AT T T GGAACT AT T AT AGCT AGGAACT T T GAT ACT AT T CGT CT AT CAT T T C 851 Porcine rotavirus A131.SEQ
GT T T GGCACT AT AAT T GCAAGAAAT T T T GACACAAT CAGGT T GT CGT T T C 851 Equine rotavirus.SEQ
AT T T GGAACAAT T AT AGCT AGAAAT T T T GAT ACAAT CAGAT T GT CGT T T C 851 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
AGT T AGT GCGXCCACCGAAT AT GACGCCAGCAGT AGCAGCCT T AT T T CCG Majority
910 920 930 940 950
AGT T AGT ACGCCCACCGAACAT GACGCCAGCAGT AGCAAACCT AT T T CCG 901 Porcine rotavirus OSU.SEQ
AGT T AGT AGCGCCACCGAACAT GACGCCAGCAGT AGCAAACCT AT T T CCG 901 Porcine rotavirus A131.SEQ
AAT T AAT GCGT CCACCAAAT AT GACGCCAGCAGT T AAT GCCT T AT T T CCA 901 Equine rotavirus.SEQ
AGT T GAT GAGACCACCAAAT AT GACACCAGCGGT AGCGGCGT T AT T T CCA 901 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1 P2 Primer.SEQ
CAAGCGCCACCAT T T AT T T T T CAT GCT ACAGT T GGACT T ACAT T ACGT AT Majority
960 970 980 990 1000
CAAGCGCCACCAT T T AT T T T T CAT GCAACAGT AGGACT T ACT T T ACGT AT  951 Porcine rotavirus OSU.SEQ
CAAGCGCCACCAT T T AT T T T CCAT GCT ACAGT T GGACT T ACAT T ACGT AT  951 Porcine rotavirus A131.SEQ
CAAGCACAACCGT T CCAGCAT CACGCCACAGT T GGACT CACACT ACGT AT  951 Equine rotavirus.SEQ
AAT GCGCAGCCAT T T GAACAT CAT GCT ACAGT AGGACT CACACT T AGGAT  951 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T  1 P2 Primer.SEQ  
 
Anhang 
- 150 - 
T GAAT CT GCAGT T T GT GAGT CT GT XCT T GCGGAT GCAXXT GAAACT XT GX Majority
1010 1020 1030 1040 1050
T GAAT CT GCT GT AT GT GAGT CT GT GCT T GCGGAT GCAT CT GAAACT T T GT  1001 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T GAAT CT GCAGT T T GT GAGT CT GT GCT T GCGGAT GCT T CT GAAACT T T GT  1001 Porcine rotavirus A131.SEQ
T GAT T CGGCAGT T T GT GAAT CAGT CT T AGCGGAT T CAAAT GAAACT AT GC 1001 Equine rotavirus.SEQ
T GAAT CT GCAGT T T GT GAAT CT GT ACT T GCCGACGCAAGCGAAACAAT GC 1001 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
T GAAT CT GCAGT T T GT GAGT C                              2 P2 Primer.SEQ
T XGCAAACGT XACXXCXGT T XGXCAXGAAT AT GCXAT XCCAGT XGGACCX Majority
1060 1070 1080 1090 1100
T GGCAAACGT T ACT T CAGT T CGT CAGGAAT AT GCAAT T CCAGT AGGACCG 1051 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T GGCAAACGT T ACT GCAGT T CGT CAGGAAT AT GCT AT T CCAGT AGGACCG 1051 Porcine rotavirus A131.SEQ
T AGCAAACGT GACAGCT GT AAGGCAAGAAT AT GCAGT ACCAGT T GGACCA 1051 Equine rotavirus.SEQ
T AGCAAAT GT GACGT CT GT T AGACAAGAAT ACGCGAT ACCAGT T GGACCA 1051 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
GT XT T T CCXCCAGGXAT GAAXT GGACXGAAT T XAT XACCAAXT AT T CACC Majority
1110 1120 1130 1140 1150
GT AT T T CCACCAGGT AT GAACT GGACAGAAT T AAT T ACCAACT ACT CACC 1101 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GT AT T T CCCCCAGGGAT GAACT GGACAGAAT T AAT AACCAACT AT T CACC 1101 Porcine rotavirus A131.SEQ
GT CT T T CCACCAGGAAT GAAT T GGACT GAAT T GAT T ACCAAT T AT T CT CC 1101 Equine rotavirus.SEQ
GT CT T T CCGCCAGGT AT GAAT T GGACT GAT T T GAT CACT AAT T AT T CACC 1101 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
XT CXAGAGAGGAT AAXT T ACAACGXGT AT T T ACAGT XGCT T CCAT T AGAA Majority
1160 1170 1180 1190 1200
T T CAAGAGAGGAT AAT T T ACAACGCGT AT T T ACAGT T GCT T CCAT AAGAA 1151 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T T CT AGAGAGGAT AAT T T ACAACGCGT AT T T ACAGT AGCT T CCAT T AGAA 1151 Porcine rotavirus A131.SEQ
AT CAAGAGAAGAT AACT T ACAACGT GT GT T T ACAGT GGCT T CCAT T AGAA 1151 Equine rotavirus.SEQ
GT CT AGAGAGGAT AACT T GCAGCGT GT AT T T ACAGT GGCT T CCAT T AGAA 1151 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
GCAT GXT XAT XAAAT GAGGACXAXGCT AACT ACXCGGT AT CCXAXXT T XA Majority
1210 1220 1230 1240 1250
GCAT GT T GAT T AAGT GAGGACT AGGCT AACT ACCCGGT AT CCAAT CT T AA 1201 Porcine rotavirus OSU.SEQ
GCAT GT T GAT T AAAT GAGGACT AGGCT AACT ACCCGGT AT CCAAT CT T AA 1201 Porcine rotavirus A131.SEQ
GCAT GCT AAT CAAAT GAGGACCAAGCT AAT T ACT CGGT AT CCT AGT T T GA 1201 Equine rotavirus.SEQ
GCAT GCT T GT CAAAT GAGGACCAAGCT AACCACT T GGT AT CCGACT T T GG 1201 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ  
 
Anhang 
- 151 - 
T XAXXXT GT AXCT AT GT XAAGXXXXT XXXACT CT GCAAGT AAGGXT ACGX Majority
1260 1270 1280 1290 1300
T CT ACT T GT AACT AT GT AAAGT CAAT CAGACT CT GCAAGT AAGGGT AT GA 1251 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T CAACT T GT AACT AT GT GAAGT CAAT CAGACT CT GCAAGT AAGGGT ACCA 1251 Porcine rotavirus A131.SEQ
T AAGT AT GT AGCT AT GT T AAGCT GCT T GAACT CT GCAAGT AAGAACACGT  1251 Equine rotavirus.SEQ
T GAGT AT GT AGCT ACGT CAAGCT GT T T GAACT CT GT AAGT AAGGAT GCGT  1251 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
T CXCXT AXT CGCT ACGXAGAXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX Majority
1310 1320 1330 1340 1350
T CT CAT ACT CGCT ACGT AGA                               1301 Porcine rotavirus OSU.SEQ
T CT CAT T CT CGCT ACGT AGAGT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  1301 Porcine rotavirus A131.SEQ
T CACGT AT T CGT ACCGCAGAGT AAT CAT T CT GAT GGT AT N           1301 Equine rotavirus.SEQ
CT ACGT AT T CGCT ACACAGAGT AAT CACT CAGAT GACGT AGT GAGAGGAT  1301 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
XXXXXX Majority
                                                   1320 Porcine rotavirus OSU.SEQ
- - - - - T                                              1323 Porcine rotavirus A131.SEQ
                                                   1340 Equine rotavirus.SEQ
GT GACC                                             1351 Bovine group A rotavirus.SEQ
                                                   22 P1 Primer.SEQ
                                                   22 P2 Primer.SEQ
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